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Elizabeth H Blackburn, Jack W Szostak e
Carol W Greider foram os ganhadores do Pré-
mio Nobel de Fisiologia e Medicina de 2009, por
terem descoberto como os cromossomos sao
protegidos, em suas extremidades, pelos tel6-
meros e pela enzima telomerase. Os editores da
presente revista nos pediram para fazer uma
breve resenha que explicasse a importancia do
prémio. Para isso, nds primeiro resumiremos
alguns dos argumentos que o Instituto Karolins-
ka apresentou ao atribuir o prémio (1), e depois
refletiremos um pouco sobre os seus desdobra-
mentos para a ciéncia médica em geral e no
pais, também.

Blackburn, Szostak e Greider responderam
uma pergunta que assombrava ha anos a biolo-
gia: como as terminagdes dos cromossomos sdo
poupadas da erosdo e dos rearranjos durante as
divisdes celulares?

A propria pergunta é dificil de ser compre-
endida, sem revisarmos um pouco a histéria do
conhecimento sobre os cromossomos. A desco-
berta de sua fungdo rendeu um primeiro Prémio
Nobel a Thomas H Morgan em 1933. Um se-
gundo e um terceiro premiados, Hermann Muller
(1946) e Barbara McClintock (1983) subsequen-
temente descobririam que cromossomos “que-
brados” eram instaveis e muito propensos a
rearranjos. Mas Hermann Muller ja notava que
as pontas constitucionais dos cromossomos
impediam ou dificultavam esses eventos dano-
sos. Foi ele que as denominou de “teldmeros” -
do grego telos - término — e meros — parte.

O enigma tornou-se mais complexo, natu-
ralmente, quando a estrutura do DNA foi des-
vendada (rendendo o Nobel para Francis Crick,
James Watson e Maurice Wilkins em 1962) e
quando as enzimas que replicam o DNA, as
DNA polimerases, foram descobertas (Nobel
para Arthur Kornberg em 1959). Por qué?
Porque as DNA polimerases s6 iniciam a repli-
cagdo (ou coépia) do DNA se, no inicio da se-
quéncia a ser copiada, estiver presente um tre-
cho especifico que se pareia com um primer ou
iniciador de RNA. Esse sitio de reconhecimento
— essencial para qualquer replicagédo — determi-
na, per se, que ao menos a extremidade inicial

de uma fita de DNA (ou seja, de um cromosso-
mo) jamais seja copiada. A Figura 1 tenta des-
crever este raciocinio. Vivia-se em um paradoxo:
segundo o mecanismo de acdo das DNA poli-
merases, a sintese completa das terminagdes
do DNA linear seria impossivel. Postulava-se
que essa “replicagao incompleta” acabaria le-
vando a um encurtamento dos cromossomos na
medida em que o tempo passasse e a uma re-
ducédo da viabilidade da célula. O “problema da
replicagdo da ponta” na verdade precisava de
uma solugao satisfatéria e a aguardava, tanto
quanto a teoria quéantica e a relatividade geral
(um paradoxo muito mais famoso, convenha-
mos) ainda esperam hoje em dia por uma unifi-
cacdo. A solucao teria de vir, por ser a replica-
¢do completa do material genético um requeri-
mento fundamental de qualquer divisao celular.

Em 1975, Elizabeth Blackburn comecgou a
trabalhar em Yale com as recém detectadas
sequéncias repetitivas nas terminagdes do DNA
linear de eucariotos. Usando um ciliado unicelu-
lar chamado de Tetrahymena thermophila, ela
descobriu que os términos do DNA continham
sequéncias repetitivas do hexanucleotidio
CCCCAA. Na mesma época, Jack Szostak se
estabelecia em Harvard e descobria que se as
terminagdes do DNA de plasmidios fossem in-
troduzidas em células fungicas, produziam-se
intensos rearranjos e recombinagdes na integra-
¢ao dos mesmos com os do hospedeiro, 0 que
acabava impedindo a manutengdo da colbnia
celular por muito tempo. Esse achado tornou-se
um modelo de estudo da ja postulada relagao
entre cromossomos quebrados e perda da vitali-
dade.

O turning point se deu quando os dois pes-
quisadores decidiram colaborar e se propuse-
ram a verificar o que aconteceria com a adigéo
das sequéncias repetitivas terminais CCCCAA
dos cromossomos da Tefrahymena aos plasmi-
dios de Szostak. A hipétese era a de que eles
estabilizariam as terminagées cromossémicas
do plasmidio e permitiriam a replicagdo (Figura
2). O experimento funcionou as maravilhas,
sendo publicado na Cell em 1982 (2).
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Figura 1. O problema do final da replicagdo dos cromossomos. Na replicacdo do DNA, uma das fitas € copiada de maneira
descontinua pela DNA polimerase, que necessita de primers de RNA, que sdo degradados apds o alongamento da cadeia
neossintetizada de DNA. Os espacos sdo preenchidos e ligados, para produzir uma molécula de DNA intacta. Na porgéo termi-
nal da fita de DNA, a DNA polimerase ndo consegue preencher a falha deixada pelo primer de RNA, resultando no encurta-
mento da fita de DNA a cada ciclo de replicagéo. (Adaptada de Nobelférsamlingen, 2009)

Moléclas Tetrahymena thermophila

lineares de rDRA

Porgties cromogsdmicas
terminais

\e S 8
U 4 A 4 PO
Minicromossamos ’ B
artificiais &
B 4

glula de levedura Célula de levedura

Figura 2. A sequéncia terminal de DNA de Tetrahymena adicionadas a cromossomos artificiais mantém a estabilidade em
levedura: a conservagéo da estrutura e fungédo das extremidades cromossOmicas entre espécies muito distantes evolutivamen-
te é forte. (Adaptada de Nobelférsamlingen, 2009)
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O papel dos telémeros e da telomerase

As propriedades altamente conservadas da
terminagédo do DNA da Tetrahymena conferiam
estabilidade a um cromossomo. Deduziu-se que
tais sequéncias repetitivas terminais correspon-
diam como tal aos telémeros de Muller.

Uma vez descoberto o teldbmero, permane-
cia a questao principal de como ele se replicava.

Véarios modelos ja tinham sido propostos,
como o envolvimento da recombinagdo, dos
transposons, a presenga de sequéncias palin-
drémicas, ou mesmo uma determinada fungao
enzimatica que sintetizasse um teldbmero de
novo. Essa enzima teria de ser diferente de
todas as até entdo conhecidas.

Carol Greider era estudante de graduacgao
de Elizabeth Blackburn, agora em Berkeley, e
ambas passaram a buscar tal enzima. Como a
sequéncia repetitiva final de um cromossomo ja
era bem conhecida - a CCCCAA repetida varias
vezes - Carol Greider produziu o oligonucleotidio
sintético correspondente, um (TTGGGG)4, que
em cultura com aquelas células, seria usado
como o primer especifico dessa regiao misterio-
sa (a ponta) para iniciar a sintese do DNA.
Usando um elaborado ensaio, ela descobriu n&o
sO que essa adi¢cao acontecia como o previsto,
mas também que a atividade enzimatica término
transferase-like que a realizava era também
Unica ao adicionar essa sequéncia isolada a fita
de DNA sem necessidade de nenhuma fita mol-
de. Essa descoberta resolvia a questao sobre
como se manteriam os teldmeros, e foi publica-
da pelas duas pesquisadoras em 1985 na Cell

(3).

Logo a seguir, as duas ainda mostraram
que a enzima era um complexo de ribonucleo-
proteinas, que elas passaram a chamar de
telomerase, na qual o papel do componente
RNA era fundamental. Esse componente conti-
nha de fato a sequéncia CAACCCCAA. Portan-
to, a telomerase em si contém a fita Unica e é o
proprio molde para a sintese das repetigcoes
TTGGGG que dao inicio a sintese da ponta do
DNA. Ao bloquearem a disponibilidade desse
RNA, Greider e Blackburn conseguiram com-
prometer a funcdo da telomerase, publicando
essas evidéncias na Nature em 1989 (4).

Durante esse periodo, Szostak também
tentava identificar a telomerase e acabou levan-
tando outras evidéncias importantes. Ele isolou
um mutante nas suas células fungicas chamado
EST1 (ever shorter telomeres). Esse mutante
apresentava uma perda progressiva de sequén-
cias teloméricas, o que se acompanhava de
uma frequéncia cada vez maior de quebras
cromossémicas e de progressdo para senes-
céncia nas suas células em cultura (5).

A descoberta de Greider e Blackburn foi
fundamental e demonstrava que a telomerase
era um tipo unico de transcriptase reversa, que
associava um componente catalitico proteico a

uma fita molde de RNA intrinseco. O mecanismo
da sintese do teldmero estava esclarecido. En-
quanto isso, a descoberta de Szostak confirma-
va que a perda do DNA telomérico nas divisdes
celulares estava associada a redugao do nime-
ro de futuras divisdes celulares de uma linha-
gem — ou seja, a senescéncia.

SIGNIFICANCIA DAS DESCOBERTAS PARA
A PESQUISA DO ENVELHECIMENTO
HUMANO

Desde os primeiros experimentos desen-
volvidos em fibroblastos humanos, a associagéo
entre o encurtamento dos teldbmeros e a redugao
do tempo de vida replicativa das células em
cultura se repetiu, confirmando os achados ante-
riores (2,6,7). O experimento complementar, ou
seja, a introdugdo da telomerase em células
humanas normais em cultura aumentou o tempo
de vida celular (8).

Hoje sabemos que o comprimento dos
teldbmeros vai progressivamente diminuindo
durante sucessivos ciclos de divisédo celular,
levando as células a senescéncia e esta, final-
mente, a interrupgdo das divisdes celulares. Os
teldbmeros podem chegar a um tamanho que os
torna ineficientes para a protecdo das extremi-
dades cromossémicas, resultando na crise - ou
seja, em fusdo dos cromossomos e morte celu-
lar apoptética. No entanto, rarissimos clones
celulares podem emergir de uma populagao
celular em crise. Esses clones nos revelam da-
dos muito interessantes: eles mantém tamanhos
teloméricos estaveis, em primeiro lugar. Em
segundo, isso se da através da ativagdo da ex-
pressao da propria telomerase (hTERT ou sim-
plesmente TERT) ou de mecanismos alternati-
vos de alongamento dos teldmeros (ALT) (9). E
natural que esses mecanismos sejam muito
estudados, pois a sua manipulagcao teoricamen-
te poderd tornar as células mais longevas.

A interpretacdo dos resultados de estudos
com expressdo aumentada da proteina da
telomerase humana, TERT, n&o é tao linear, no
entanto. Ela é complicada pelo fato de a TERT
ter outras atividades n&o relacionadas a manu-
tencado do teldmero e que podem, além do mais,
contribuir para a proliferagdo celular (9). Além
disso, se a fungao do telémero estiver compro-
metida, pode ocorrer degeneragdo do tecido e
apoptose sem o concomitante encurtamento dos
telobmeros (7).

Sem duvida, a manuteng¢do do comprimen-
to e a protecao dos teldmeros sao fatores impor-
tantes no controle do tempo de vida celular,
embora o envelhecimento do organismo seja um
processo muito mais complexo do que somente
isso. A atividade de pesquisa dessa area encon-
tra-se intensa. No Brasil, o grupo da Professora
Marilia Smith, do Departamento de Morfologia
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da UNIFESP/EPM, é um dos que tém publicado
estudos nessa area (10).

SIGNIFICANCIA DAS DESCOBERTAS PARA
A PESQUISA DO CANCER

A inativacado de sistemas de controle, como
o0 p53 e o Rb, leva a continuagao das divisbes
celulares e ao encurtamento extra dos
telédmeros.

A relagao entre alteragdes teloméricas e o
desenvolvimento de cancer foi proposta ha bas-
tante tempo, ja que na maioria dos tumores os
teldmeros apresentam atividade, estrutura e/ou
tamanho anormal (11-13). Nao se sabe
claramente por que essas anormalidades
teloméricas acontecem durante a oncogénese.
Eventualmente elas podem ser marcadores de
um numero aumentado de divisdes celulares. O
modelo atual enfatiza mais as consequéncias
das alteracbes teloméricas na cascata de even-
tos oncogenéticos. Ele propde que o encurta-
mento e/ou exposi¢cdo (erosdo) de teldbmeros
contribui para um aumento significativo da insta-
bilidade genémica e a partir dai a célula pode
seguir dois caminhos: um deles, mediado por
p53, € o da senescéncia e apoptose, e 0 outro,
associado com forte atividade telomérica reativa,
o da transformacao maligna (14).

O “primeiro caminho” — 0 da senescéncia -
comega a ser demonstrado experimentalmente.
Um bom exemplo é o estudo recente de Flores e
Blasco que indica a existéncia de uma resposta
a senescéncia dependente de p53 em células-
tronco progenitoras com teldmeros disfuncionais
em modelo murino com atividade deficiente da
telomerase (15).

O “segundo caminho” — o da transformacgao
maligna — fundamenta-se em diversas evidén-
cias. Uma delas é a de que os tumores sem
atividade de telomerase frequentemente apre-
sentam ativacdo de um mecanismo de expan-
sdo alternativa de telémeros (Alternative
Lengthening of Telomeres, ALT). O ALT, por sua
vez, se associa a propriedade de capacidade
replicativa ilimitada destas células tumorais
(16,17).

O proprio gene da telomerase, ou TERT,
poderia ser considerado um gene de suscetibili-
dade ao cancer. Variantes polimérficas ou
mutacionais podem reduzir significativamente a
atividade da enzima e com isso modificar o
progndstico de tumores, especialmente os séli-
dos (pele, sistema nervoso central, pulméo) e as
leucemias. Ao contrario, o aumento de atividade
da enzima, identificado em alguns tipos de
tumores, pode sinalizar a progresséo da doenca.
Em leucemias, a associagcdo da atividade da
telomerase com fatores prognésticos foi descrita
tanto na leucemia mieldide aguda, quanto na
leucemia linféide aguda.

Todas essas descobertas estimularam a
busca por estratégias terapéuticas envolvendo a
telomerase, seja pela inibigdo de sua atividade
enzimatica, seja pelo desenvolvimento de vaci-
nas direcionadas a destruigdo de células tumo-
rais que superexpressam telomerase. Varios
ensaios clinicos estdo em andamento (clinical-
trials.gov;
http://clinicaltrials.gov/ct2/results ?term=telomera
se ), no aguardo ainda de resultados conclusi-
VOS.

O papel da telomerase no cancer tem sido
campo de estudos de pesquisadores brasileiros.
Entre estes, um grupo de pesquisadores do
INCA relacionou a atividade da telomerase com
o carcinoma de células escamosas do pénis em
2001 (18). Logo depois, um estudo de associa-
¢ao entre mutagcdes da hTERT e a anemia de
Fanconi foi realizado na USP de Ribeirdo Preto
(19). Na mesma instituicdo, a telomerase foi
investigada como um marcador de progndstico
dos cénceres de mama (20,21); na UNIFESP,
como um marcador dos melanomas (22). A rela-
¢ao da telomerase com a detecgdo do cancer
cervical tem sido objeto de estudos tanto de
pesquisadores da UFMG (23,24), como do
grupo de epidemiologistas da UFRGS (25).
Também no Hospital de Clinicas, em recente
estudo desenvolvido pelo Laboratério de Pes-
quisas em Cancer do Centro de Pesquisa Expe-
rimental e pelo Instituto do Céncer Infantil do
RS, foi demonstrado aumento na expressao de
hTERT em pacientes diagnosticados com
leucemia linféide aguda, quando comparados
com controles de mesma idade (26).

As especulagbes de Blackburn, Szostak e
Greider tornaram-se realidades, através da
demonstragdo cientifica das suas hipoteses. E
todos esses pesquisadores brasileiros, entre
outros, tém juntado as suas evidéncias a essa
linhagem do conhecimento. Ela sem duavida
continuara crescendo. Da busca do entendimen-
to sobre o envolvimento dos teldbmeros na trans-
formagdo maligna e no envelhecimento, sem
duvida mais jovens cientistas brasileiros acaba-
rao por participar.
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