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RESUMEN

Los teldbmeros son estructuras cromatinicas especializadas que se encuentran
localizadas en los extremos de los cromosomas eucariontes. Tanto el ADN
como las proteinas que los constituyen presentan caracteristicas singulares que
los diferencian del resto de los cromosomas. Parecen estar implicados en nume-
rosas funciones celulares, especialmente las relacionadas con el control de la
duracién de la vida de diferentes estirpes celulares. Estas estructuras se replican
durante el ciclo celular gracias a la accién de enzimas denominadas telomerasas
que estan formadas por proteinas y ARN y presentan un mecanismo peculiar.
Recientemente se ha estudiado el comportamiento de las telomerasas en las
células cancerosas y sus posibles aplicaciones diagnosticas y terapéuticas. En
este trabajo se presenta un resumen de los principales hallazgos mas recientes
sobre la estructura y funciones de los telomeros y la accion de las telomerasas.

Descriptores DeCSTELOMERASA/fisiologia; TELOMERO/fisiologia; CI-
CLO CELULAR.

Los telémeros constituyen estructuras ESTRUCTURA DE LOS TELOMEROS
especializadas que forman los extremos de
los cromosomas eucariontes que partici- Los telémeros fueron identificados por
pan en funciones celulares tan importantes H.J. Muller durante la década de los afios
como la mitosis, la estabilidad 30. Desde entonces, se ha profundizado
cromosémica y el tiempo de vida de las €xtraordinariamente en el conocimiento de
estirpes celulares. Recientemente se hae€stas estructuras, gracias a la introduccion
demostrado su relacién con algunas de la moderna tecnologia de la Genética
enfermedades, especialmente con el can-Molecular. Un resumen de los principales
cer. Durante las ultimas 2 décadas mucho trabajos realizados en los primeros afios
se ha avanzado en el conocimiento de sude aplicacion de estas técnicas fue publi-
estructura y dinamica. En este trabajo se ¢2do en 1984 pdslackburny Szostack.

resumen los hallazgos recientes mas im- Los estudios se han realizado princi-
portantes. palmente en ciliados, cuyos macrontcleos



pueden contener de 40 000 a 1 000 000 decantidad de ADNt por cromosoma también
telébmeros segun la especie, por lo que cons-fluctda. En algunos organismos la longi-
tituyen una excelente fuente de componen- tud promedio de los telémeros responde a
tes teloméricos y de las enzimas que parti- cambios genéticos o nutricionales.

cipan en su replicacion. Posteriormente, Las secuencias de ADNt mejor carac-
se ha comprobado que los aspectos descri-terizadas se muestran en la tabla 1 confec-
tos en ciliados estan presentes en otros or-cionada a partir de la excelente revision de
ganismos. En los ciliados y &ncerevisiae  V.A. Zakiarf La mayoria de las secuencias
los telémeros se encuentran en una forma son cortas y precisas, como en Tetrahymena
de estructura cromatinica particular no que esde 6 pb (TTGGGG). Sin embargo, en
nucleosémica que ha sido denominada S. cerevisiaees heterogénea, y muy larga
telosoma.Los nucleosomas adyacentes enK. lactisdonde presenta 25 pb. Especies
presentan histonas hipoacetiladas caracte-muy distantes pueden presentar la misma
risticas de la cromatina que no se transcribe secuencia, como los vertebrados, y espe-
activamente. En mamiferos, donde son cies muy cercanas comtetrahymena y
mucho mas largos, se presentan formadosOxytrichaser diferentes aunque muy rela-
por nucleosomas pero hacia la zona mas cionadas.

extrema aparecen como telosomas. Esto

evidencia que al menos en parte hay con-

servacion estructural de los telomeros.

También muestran diferencias interespecies TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
algo sorprendentes. A AATCCCAATCCC
/TN
EL ADN TELOMERICO A\ /A
G-G
En casi todos los eucariontes estudia- gg

dos, el ADN telomérico (ADNt) consiste 8 TTAGGGTTAGGG-TTA  TTA
en repeticiones en tanden de pequefias se- AATCCCAATCCC
cuencias nucleotidicas con una distribucién

asimétrica de los pares G:C, pues las G se VARN
acumulan en una de las hebras (hebra G) y A /A
se encuentran agrupadas. La hebra G esta -6
orientada de 5' a 3' hacia el extremo del G-G
telomero y forma el extremo 3'del ADN .m"TTAGGGTTABGG_T_T_AG'GTTA
cromosoémico. En la zona méas extrema no AATCCCAATCCE

esta apareada formando un segmento final

monofibrilar con una longitud que varia

segun la especie. Las principales caracte-

risticas estructur.ales de los telomeros se Fig. 1. Representacion esquematica de la estructura de los

resumen en la figura 1. La longitud del tesmers. (4) £ ADN telomérico consta de pequeras secuen-

teldmero es variable. E@)(ytricha y cias repetidas ricas en bases de guanina con un extremo

Euploteses apenas de 38 pb mientras en monofibrilar. (B) El extremo monofibrilar puede formar estructu-
. ras de tipo secundario por apareamiento de las bases de guanina.

ratones alcanza 150 kb. Cada organismo

) : 9 (C) Estas repeticiones sirven para la unién a proteinas tanto en
posee una longitud media caracteristica. La /; dosle hetira como en la zona monofibritar
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TABLA 1. Secuencias de ADN telomérico mejor caracterizadas tificado una proteina d®xytrichaque no
esta relacionada estructuralmente con nin-

Organismo Secuencia guna otra proteindn vitro, esta proteina
Tetrahymena TT6GGG faC|I.|ta la formguon Fie cuartetos G, lo cual
Oxytricha TTTTGGGG sugiere la existencia de estas estructuras
Giardia TAGSSG in vivo. No se le ha detectado union a zo-
Physarum TTA .

Kluyveromyces TCGGATTTGATTAGGTATGTGETGT nas internas del cromosoma.

Neurospora TTAGGG Una proteina de unién a la hebra G
Caenorphabditis TTAGGG monofibrilar en levaduras es el producto
Vertebrados TTAGGG

del gen EST1. La unién de EST1p es es-
pecifica para las repeticiones (I de

una sola hebra y requiere de un extremo
Mientras mas secuencias teloméricas 3 |ipre 2

se conocen, mas dificil resulta encontrar La principal PT de unién a la zona de
una secuencia consenso. La existencia dedoble hebra e8. cerevisiaes el producto
mdltiples secuencias teloméricas sugiere de| gen RAP1. Su union a las repeticiones
que las funciones de los telomeros no re- (TG,,), de hebra simple se realiza con
quieren de una secuencia Unica. El hallaz- mendsn afinidad que a las de doble hebra.

go de secuencias teloméricas en sitios in- g¢ ha demostrado que RAP1p contiene 2
te”rnos de los cromosorr]‘nas dlemuelgtra Y€ motivos estructurales de unién al ADN que
ellas por si mismas no hacen los telomeros. o, homélogos a los del oncogepb.

In vitro, Igs hebras G pueden aparearse d'e A partir de células HelLa se purifico
formas diversas. Una de ellas es la de he—una proteina de 60 kDa que se une a los

lices tetrafibrilares o cuartetos G, que S€ telémeros humanos y se le denomind hTRF.
La proteina tiene 439 aminoé&cidos para una

mantienen por multiples pares G:G. Si
estas estructuras son importantes para Iamasa molecular de 50 341 dalton y su ex-
presionin vitro da lugar a una proteina de

funcion de los telémeros se explicaria el
agrupamiento de las G que se observa en . . .

tamafio similar a la identificada en los ex-
tractos nucleares de células HelAlre-

las secuencias.
Dos excepciones notables aparecen . .
P P dedor de la posicion 350 hTRF contiene 2
secuencias de localizacién nuclear, la zona

entre los telémeros. ERarascarisno se

observa la distribucion asimétrica de las _ _ - -
sN terminal es rica en aspartico y glutamico
y en la zona C terminal presenta fuerte

G, éstas ni siquiera estan agrupadas pue
homologia con la region de unién al ADN

su secuencia es TTGCA. Hdrosophila

presentan una estructura totalmente dife-

rente representada por repeticiones de ele-d€l oncogemmyb. Ver la referencfapara

mentos de transposicion. una comparacion con otros TRF de ma-
miferos. A partir del hTRF se pudo locali-
zar una proteina telomérica con motivos

LAS PROTEINAS TELOMERICAS del oncogemybenSchizosaccharomyces
pombée®
Las proteinas teloméricas (PT) pue- Es de esperar que en los proximos afios

den presentarse asociadas al extremoSe puedan identificar otras proteinas im-
monofibrilar o a la zona adyacente de do- plicadas en la estructura y funcion de los
ble hebra. Entre las primeras se ha iden- telomeros.
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LAS TELOMERASAS tremo 3' del iniciador para su elongacion
en el centro catalitico. El otro se une al

El descubrimiento de las telomerasas ADN iniciador hacia el lado 5'del molde y
resolvid en principio el problema de la proporciona una via de salida para la he-
replicacion de los estremos de moléculas bra en crecimiento. Este modelo explica la
lineales de ADN. La actividad de adicion de varias repeticiones sin que la
telomerasa fue detectada por primera vez enzima se disocie del ADN iniciador. Este
en Tetrahymenay después en otros sitio catalitico Unico debe moverse en rela-
eucariontes. En la referenti@parece una  cion con el ARN molde. Experimentos en
revision de los principales trabajos sobre Euplotesapoyan este modelo de los 2 si-
esta enzima. La enzima es una tios® La enzima posee también actividad
ribonucleoproteina y para su actividad son endonucleolitica que pudiera estar rela-
esenciales tanto el componente proteinico cionada con una funcion de correccion
como el ARN. (fig. 2).

EnTetrahymenal ARN telomerasico
(ARNtl) tiene una longitud de 159
nucleétidos (nt) y contiene 9 repeticiones
del molde 5' CAACCCCAAS'. Esta carac-
teristica que se observa también en todos 1
los otros ARNII identificados, permite el
apareamiento del telémero en crecimiento
con el ARNtl y que aun quede una regién
gue pueda servir de molde.

Las telomerasas difieren de todas las
polimerasas en que utilizan un molde in-
terno en vez de uno externo, lo cual impo-
ne limitaciones estéricas especificas para
la elongacion del iniciador y la catalisis.
La telomerasa alarga el ADN iniciador por
la adicibn uno a wuno de los

s L |
desoxinucledsidos trifosfatados y asi gene- AATCCC

TTAGGGTTAGGGTTA

AATCCC
(AAUBCCAAU?
¥ 5’

TTAGGGTT, l'ini"If'II'/-\I
AATCCC ﬁAAUCCCAAUﬂ
3 5

TTAGGGTTAGGGTTAGGGT TAG

[ 111
QAAUCCCAAU?
3 5

TTAGGGTTAGGGTTAGGGT TAG
AATCCC \CAAUBCCAAU}
3 5

ra las repeticiones en tanden de los
telémeros. La d&etrehymeng@uede alar-
gar ADN iniciadore©xytrichg humanos,
plantas y levaduras. Esto sugiere que la 4
enzima tiene afinidad general por las se-
cuencias ricas en G mas que por un moti-
vo especifico como sucede con otras pro-
teinas de unién al ADN. Pero en todos los
casos. la secuencia afadida se Correspon_Fig. 2. Mecanismo de accién de la telomerasa. (1) La enzima
d ' | Ide de ARN de | . contiene el ARN telomerdsico con un sector complementario a
€ con el molde de ela en.ZIma' . la secuencia de los teldmeros. (2) La union del ADN telomérico
Actualmente, se propone la existencia con el ARN telomerésico se produce por apareamiento de bases
de 2 sitios enzimaticos independientes de complementarias. (3) La enzima alarga el telmero usando como
interaccién con el ADN iniciador. Uno molde el ARN. (4) Al completar un alargamiento la enzima se

. . desplaza y comienza un nuevo ciclo de alargamiento y asi suce-
contiene el molde de ARN y alinea el ex- S,V:mE”,£ g /
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EL ARN TELOMERASICO PROTEINAS TELOMERASICAS

El ARNtl ha sido aislado de numero- La telomerasa déetrahymen&onsta
sas especies. La longitud de éste varia des-de 2 polipéptidos, p80 y p95, el menor se
de 160 a 190 nt en los ciliados hasta 1 300 une al ARNtl y el mayor al ADN inicia-
en levaduras y cada uno de ellos contiene dor. La enzima contiene una copia de cada
una secuencia molde apropiada para la sin-una de las proteinas y una del ARNtl para
tesis de las repeticiones teloméricas. Los una masa molecular aparente de 250 kDa.
ARNItl presentan poca homologia de se- Las secuencias de p80 y p95 no guardan
cuencia, sin embargo, al menos en ciliados, una extensa homologia con otras protei-
la estructura secundaria estd muy conser-nas, lo que indica que se trata de proteinas
vada. Effetrahymenaolamente 159 ntson nuevas. No obstante, se ha encontrado una
suficientes para un funcionamiento adecua- homologia limitada entre p95 y las ARN
do. Se ignora por qué en otras especies egpolimerasas dependientes de ARN
mucho mas largo. Algunas caracteristicas (transcriptasas inversas, T1) asi como con
de estos ARN se recogen en la tabla 2. motivos estructurales de algunas ADN

Los estudios con mutantes de ARNtl polimerasas. Este motivo de T1 también
enTetrahymenhan mostrado que cambios se encuentra en la p123Eeaediculatuy
en algunos de los 6 nt del extremo 5' enelproducto del gen EST2Slecerevisiae
(CAACCCCAAproducen secuencias repe- cuya delecion produce defectos teloméricos.
tidas alteradas, sin embargo los 3 Gltimos Los cambios de un aminoécido por otro en
no son utilizados como molde y mas bien el motivo de T1 de EST2p produce acorta-
parecen participar en alinear el iniciador. miento de los telomeros y senescencia en
En el mutante (AAACCCCAA) se produ- levaduras, lo que indica su importancia para
ce una disociacion prematura de la enzima el alargamiento de los telomernosvivol®
antes de arribar al nucleétido cambiado, También se han identificado en mami-
tal vez por efectos estéricos de los feros 2 proteinas con homologia secuencial
nucleétidos alterados en el molde o por- con p80. Una de ellas designada TP1
gue el ARN desempefie algun papel en la interactia con el ADNt La otra obtenida
catdlisis u otra funciéh. de ratas se ha denominado TLP1y su ADNc

TABLA 2. Caracteristicas de algunos ARN telomerésicos

Organismo Molde Longitud (nts)
Tetrahymena CAACCCCAA 159
Euplotes CAAAACCCCAAAACC 190
Oxytricha CAAAACCCCAAAACC 190
Humanos CUAACCCUAAC 450
Ratén CCUAACCCU 450

S. cerevisiae CACCACACCCACACAC ~1300

K. lactis UCAAAUCCGUACACCAAUACCUAAUCAAA ~1300
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codifica una proteina de 2 629 aminoéacidos la sintesis de los telomeros. Tanto en leva-
para una masa molecular deducida de 240duras, en humanos, como en otros organis-
kDa (p240)'? Esta p240 es modificada mos los telémeros se replican al final de la
vivoy convertida en p230, tal vez como un fase S*

mecanismo postraduccional de regulacion La r_ephcamon de los telomerosNes solo
o necesaria para compensar la pequefay lenta
de la actividad de la telomerasa.

pérdida de ADN que resulta de la
replicacion incompleta, por lo tanto debe
, ser considerada como una funcion de repa-
GENETICA DE LA TELOMERASA racién. En este proceso, el ADN telomérico
no tiene exactamente la funcién de molde.
Al introducir cambios en la secuencia In vitro la telomerasa deetrahymengue-
molde del ARNtl eTetrahymendas célu- de afiadir hasta 500 nt antes de separarse
las se hacen muy grandes con problemas endel ADN. La sintesis de la hebra C por el
la division nuclear y pierden viabilidad des- SiStéma covencional de las polimerasas ge-

pués de varias generaciones. Existe una al-"'ana una larga molécula b|f|br|[ar con un
o . extremo monofibrilar de 8 a 12¢le6tidos,
teracién en los mecanismos que regulan la

. X gue es un buen sustrato para la telo-
longitud de los telémeros, tal vez porque se

o . . merasa.
inhibe la union de las PT al cambiar la se- El estado dinamico de los telémeros

cuencia. EnS. cerevisiagla delecion de  depende de varios factores, entre ellos, la
EST1 produce un acortamiento progresivo procesividad de las telomerasas, la frecuen-
de los telémeros y al cabo de unas 50 gene-cia de su accion sobre cada telémero parti-
raciones las células se hacen muy grandescular y la velocidad de degradacion del
y muchas de ellas mueren. La delecién del ADNt.** Las PT como el hTRF1 también
gen TLC1, que codifica el ARNtly de EST2, Pueden regular su longitadl.

EST3y EST4 produce fenotipos similares Se ha visto que en levaduras, un
que no se agravan en los dobles mutantes,mmante (TELl) def|C|ente,en la regulacion
: ] de los telomeros es homélogo de 2 genes
lo gue sugiere que estos genes estan enimplicados en la regulacion del ciclo celu-
epistasis? lar: el MEC1 en levaduras y el de la ataxia
telangiectasica (ATM) en humanos, lo cual
apunta a un vinculo entre la replicacion de

REPLICACION DE LOS TELOMEROS los telémeros y el ciclo celular.

En la estructura de los telomeros pre- R
domina la zona de repeticiones en la doble FUNCIONES DE LOS TELOMEROS
hebra y solamente el extremo terminal pre-

senta la estructura monofibrilar. Aunque la Los telomeros representan estructuras

esenciales para las células, pues evitan la

lonaitud de | y . | %usion cromosomica, desempefian un impor-
ongitud de los telomeros, esta enzima solo 1ante papel en mantener la estabilidad

alarga la hebra G. La replicacion de la he- cromosémicd y participan tanto en la
bra C debe hacerse por el sistema conven-meiosis como en la mitosis.

cional de las polimerasas. En levaduras Sin embargo, su funcién mas notoria
mutantes para la polimerasa a ytateina es la de servir como un reloj mit6tico que
replicativa C (RFC) tienen alteraciones en mide y regula el nimero de las divisiones
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celulareg?® Los teldmeros se acortan con cancer de mantdprostata® astrocitoma®d
cada division celular y el numero de divi- y otros. Estos hallazgos pudieran tener im-
siones que la célula puede experimentar seportantes implicaciones clinicas. La deter-
correlaciona con la longitud de los minacion de la actividad de telomerasa pu-
telémeros? Este acortamiento pudiera eli- diera ser utilizada para el diagndstico pre-
minar genes indispensables para la vida o coz del cancer en pruebas no invasitgas
silenciar genes cercanos por el efecto de los inhibidores de la enzima pudieran ser
posicion del teldémero. Una longitud criti- usados como agentes antitumorales con un
ca pudiera ser la sefial para la entrada enalto grado de selectividad para las células
la senescencia celular. Sin embargo, vale transformadas.
tener presente que no esta relacionada con
la edad del organismo.

La actividad de la telomerasa varia en PERSPECTIVAS
diferentes etapas de la vida. Se ha detecta-
do en ovarios y testiculos en fetos, recién El descubrimiento de la singular es-
nacidos y adultos, pero no en 6vulos ni tructura nucleoproteinica de los telémeros
espermatozoides maduros. El blastocisto y y su conservacion filogenética estructural
la mayoria de los tejidos somaticos de 16 a y funcional demuestran el caracter esen-
20 semanas de desarrollo exhiben un alto cial de esas estructuras para la vida de la
nivel de telomerasa que desaparece des-célula. La existencia de las telomerasas
pués del nacimientd.También es alta en  soluciona el viejo problema sobre la
tejidos adultos con una intensa prolifera- replicacion de los extremos de moléculas
cion celular como en las células lineales de ADN. Sin embargo, estos ha-
endoteliale¥ y el endometrié? En otras  llazgos plantean nuevos problemas. Entre
células puede ser inducida en determina- ellos esta determinar la funcion del ARNtl
das etapas de la vida como ocurre con la en la zona que no funciona como molde y su
activacion de los linfocitos?fy los B?® posible participacion en la catélisis

Esta funcion de los telémeros los re- enzimaética. Los factores que regulan la
laciona de inmediato con la transformacion actividad de la enzima por una parte y la
cancerosa. En uno de los primeros traba- longitud de los telémeros por otra. Diluci-
jos sobre el tema se encontré que en célu-dar los mecanismos moleculares que vin-
las cultivadas de 18 diferentes tejidos hu- culan los telémeros con la regulacion de la
manos 98 de cada 100 inmortales y ningu- proliferacién celular. También sera intere-
na de 22 mortales mostraban actividad de sante y trascendental la posible aplicacién
telomerasa. Asimismo 90 de 101 biopsias de estos conocimientos para el diagnéstico
de 12 tipos de tumores y ningunade 50 dey tratamiento de enfermedades
tejidos somaticos normales poseian activi- proliferativas, especialmente el cancer.
dad de la enzim&. Para dar respuesta a estos y otros proble-

Estudios posteriores han confirmado una mas deben encaminarse las futuras investi-
actividad incrementada de telomerasa en gaciones.
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SUMMARY

Telomeres are specialized chromatin structures located in the extremes of eukaryotic chromosomes. Both their
DNA and proteins present singular characteristics that differentiate them from the rest of chromosomes. They
seem to be involved in a member of cell functions, especially those related to the control of life span of different
cell species. These structures replicate in the cell cycle thanks to the activity of telomerases. which are enzimes
composed by proteins and RNA with a peculiar mechanism. Recent research works have studied the behaviour of
telomerases in cancer cells and their possible diagnostic and therapeutical uses. This paper shows a summary of
the main and most recent findings on the structure and functions of telomeres and the action by telomerases.

Subject headings: TELOMERASE/physiology; TELOMERE/physiology; CELL CYCLE.
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