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RESUMEN

Los telomeros se encuentran en el foco de atencion de muchas investigaciones
por su papel en el mantenimiento de la integridad cromosémica y su implicacion en
procesos como el envejecimiento, el cancer y la regeneracion tisular. En ausencia de
mecanismos compensatorios, el ADN telomérico sufre un acortamiento progresivo en
cada division celular debido a la incapacidad de las ADN polimerasas convencionales
de replicar el extremo 5° de los cromosomas. La telomerasa, una ribonucleoproteina
con actividad transcriptasa inversa (componente TERT), compensa el acortamiento
telomérico sintetizando las secuencias teloméricas de novo en el extremo 3’ de los
cromosomas utilizando como molde una molécula de ARN asociada (componente
TERC). La mayoria de los tipos celulares presentan una actividad telomerasa
limitada, acortandose los teldmeros en cada division mitotica. Por ello, la actividad de
la telomerasa y el acortamiento telomérico son factores limitantes en la esperanza de
vida de los mamiferos, mientras que el acortamiento de los telomeros contribuye al
envejecimiento limitando la regeneracion tisular. Durante el desarrollo embrionario
los telémeros se alargan, quedando determinadas las reservas teloméricas con las que
contard el recién nacido. Por este motivo, el estudio de la dindmica de la elongacion
telomerica y su regulacion durante el desarrollo embrionario temprano en mamiferos
es de gran interés debido a las implicaciones que la longitud telomérica (LT) del

recién nacido tiene en las etapas posteriores del desarrollo.

La PCR cuantitativa (qQPCR) es un método idéneo de analisis de la LT en
embriones debido a la poca cantidad de ADN disponible, y a que la especial
conformacion de la cromatina puede comprometer la fiabilidad de otras técnicas de
analisis. Por ello hemos escogido la técnica de qPCR para la realizacion de este
estudio. En el primer experimento hemos validado la técnica mediante el estudio de la
dindmica de la LT durante el envejecimiento en el raton de laboratorio (Mus
musculus) y el hibrido de la especie Mus spretus, que presenta telomeros mas cortos.
La PCR cuantitativa detect6 los cambios de LT que ocurren durante el envejecimiento
en los tejidos cardiaco, renal, cerebral, testicular y ovarico. Se ha evaluado también la
aplicabilidad de la técnica cuando se dispone de pequefias cantidades de ADN
mediante el andlisis de la LT en gametos y en el embrion preimplantacional,

observando que la LT aumenta en el estadio de dos cé€lulas y en la transicion de
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moérula a blastocisto, coincidiendo con los fendmenos de recombinacion y con el

aumento de la actividad telomerasa, respectivamente, descritos por otros autores.

Conocida la dindmica de la LT durante el desarrollo temprano, hemos
evaluado la expresion enddgena durante el desarrollo preimplantacional de los
componentes de la telomerasa (Terc y Tert) asi como del gen Zscan4 que, por su
implicacion en la elongacion telomérica en stem cells, podria estar relacionado con la
elongacion telomérica observada en la primera division embrionaria del raton. Como
experimento preliminar hemos evaluado la dindmica de expresion de estos tres genes
durante el desarrollo preimplantacional. A continuacion hemos estudiado el efecto de
la sobreexpresion exdgena de los componentes de la telomerasa y Zscan4, mediada
por la inyeccion de pldsmidos circulares en el pronucleo del raton, sobre la LT del
embrion preimplantacional, demostrando que no es suficiente para elongar los
telomeros por encima del valor esperado. Aunque los mecanismos que determinan la
LT propia de cada especie se desconocen, el raton de laboratorio presenta una
longitud telomérica excepcionalmente larga comparada con la de otras especies, lo
que podria determinar que sus telomeros no sean susceptibles de ser elongados

artificialmente en esta etapa del desarrollo.

Finalmente, hemos evaluado el papel de un componente no genético sobre la
LT en mamiferos. Aunque la herencia materna y paterna han sido descritas, la
mayoria de los estudios describen una mayor correlacion entre la LT paterna y la LT
de la descendencia. Ademas, en la especie humana la LT de la descendencia se ha
relacionado con la edad del padre; los hijos de padres viejos tienen telomeros mas
largos que los hijos de padres jovenes, y la presencia de telomeros mas largos en los
espermatozoides de padres viejos ha sido propuesta como un potencial mecanismo
que explicaria este hallazgo. Con el objetivo de aportar una explicacion molecular a
este fenomeno, hemos analizado si la elongacion telomérica dependiente de
recombinacion que se ha descrito en el cigoto depende de la LT del espermatozoide.
Para ello hemos empleado dos modelos que presentan dimorfismo en la longitud
telomérica de sus espermatozoides (Mus musculus vs. Mus spretus, y Mus musculus
jovenes vs. Mus musculus viejos). Observamos que la LT del espermatozoide es
mayor que la del ovocito y que, al contrario que en la especie humana, la LT del
espermatozoide disminuye con la edad. La LT de los embriones producidos por

fecundacion in vitro con espermatozoides con LT larga (Mus musculus) fue
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significativamente superior a los producidos con espermatozoides con LT corta (Mus
spretus) o sin espermatozoides, por activacion partenogenética. Las diferencias
aparecieron en el estadio de 2 células y se mantuvieron a lo largo del desarrollo
preimplantacional y en la descendencia. De forma similar, en el modelo Mus
musculus joven vs. Mus musculus viejo, tanto los embriones producidos con
espermatozoides de LT corta (machos viejos) como la descendencia de estos machos,
presentaron una LT menor a la de los embriones/descendencia de machos jovenes.
Estos resultados sugieren que la LT del espermatozoide es un factor determinante de
la LT del recién nacido debido a su papel en la elongacion telomérica en el estadio el

cigoto, que depende de mecanismos de recombinacion.
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SUMMARY

Telomeres focus the attention of numerous studies due to their roles in
chromosome integrity maintenance and processes such as aging, cancer or tissue
regeneration. In the absence of compensatory mechanisms, telomeric DNA suffers
from progressive shortening on each cell division due to conventional polymerases
being unable to replicate the 5'chromosome ends. Telomerase, a ribonucleoprotein
with reverse transcriptase activity (TERT component) compensate telomere
shortening by de novo synthesis of telomeric sequences on the 3 ’chromosome end,
using an associated RNA molecule (TERC component) as template. Most cell types
present a limited telomerase activity, so telomeres shorten in each mitotic cell
division. For this reason, telomerase activity and telomere shortening restrict live
expectancy in mammals, and telomere shortening promotes aging limiting tissue
regeneration. Telomeres elongate during embryo development, which determines the
telomere reserves in the newborn. Thus, the study of telomere elongation dynamics
and its regulation during early embryo development in mammals holds a great
interest, given to the consequences of the newborn telomere length (TL) on latter

developmental stages.

Quantitative PCR (qPCR) is an ideal method for TL analysis in embryos, as
the DNA amount is scarce and the special chromatin conformation may compromise
the reliability of other analytical techniques. For these reasons, we have chosen qPCR
to perform this study. In the first experiment, we have validated the technique by
studying TL dynamics during aging in the laboratory mouse (Mus musculus) and the
hybrid of the species Mus spretus, exhibiting a shorter TL. Quantitative PCR detected
changes linked to aging in cardiac, renal, cerebral, testicular and ovarian tissues. The
application of the technique to small amounts of DNA was also tested by the analysis
of TL in gametes and preimplantational embryos. TL increased at the 2-cell stage and
in the morula to blastocyst transition, concomitant to recombination phenomena and

the increase of telomerase activity, respectively, previously described by others.

Once known the dynamics of TL during early development, we evaluated the
endogenous expression of telomerase components (7erc and Tert) and Zscan4 during
preimplantation development. Zscan4 is involved in telomere elongation in stem cells,

so we hypothesized that it could be involved in the telomere elongation observed in
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the first embryonic division in mouse. As a preliminary experiment we have evaluated
the expression patterns of these three genes during preimplantation development.
After that, we have studied the effect of the exogenous overexpression of the two
telomerase components and Zscan4, mediated by the injection of circular plasmids in
the mouse pronucleus, over the TL of the preimplantation embryo, reporting that it is
not enough to elongate telomeres over the expected value. Although mechanisms
determining the species-specific TL remain unknown, the laboratory mouse exhibit
exceptionally large telomeres compared with other species, which could determine

that telomeres are not able to be elongated artificially at this developmental stage.

Finally, we have evaluated the role of a non-genetic component on the
mammalian TL. Although maternal and paternal inheritance have been described,
most studies illustrate a greater correlation between paternal TL and offspring TL.
Besides, offspring TL in humans have been related with paternal age; the offspring
fathered by old men display longer telomeres than that fathered by young men. The
presence of longer telomeres in the spermatozoa from older fathers has been proposed
as a potential mechanism to explain this finding. Aiming to provide a molecular
explanation to this phenomenon, we have determined whether the recombination-
dependent telomere elongation occurring at the zygote stage depends on spermatozoa
TL. For this aim we have used two models differing in their spermatozoa TL (Mus
musculus vs. Mus spretus, and young Mus musculus vs. old Mus musculus). We have
observed that TL is greater in spermatozoa than in oocytes and that, contrary to the
situation observed in humans, spermatozoa TL shortens with age. Embryos produced
by in vitro fertilization with spermatozoa with long TL (Mus musculus) displayed a
longer TL than those produced with spermatozoa with short telomeres (Mus spretus)
or without spermatozoa, by parthenogenetic activation. The differences arose at the
two-cell stage, being maintained during preimplantational development and in the
offspring. In a similar manner, in the model young Mus musculus vs. old Mus
musculus, embryos and offspring derived from spermatozoa with short telomeres (old
males) exhibited a shorter TL than the embryos and offspring fathered by young
males. These results suggest that spermatozoa TL is a determining factor on newborn
TL due to its role during the recombination-mediated telomere length occurring at the

zygote stage.
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Las edades y la muerte

Baldung Grien, Hans

1. PERSPECTIVA HISTORICA

“Death takes place because a worn-out tissue cannot
forever renew itself, and because a capacity for
increase by means of cell division is not everlasting
but finite”

A. Weismann. Clarendon. Oxford, 1881.
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Con esta afirmacion August Weismann, profesor de Zoologia de la
Universidad de Freiburg (en la ciudad de Freigburg im Breisgau, Alemania), dio
origen en 1881 a la Citogerontologia (o la ciencia del envejecimiento celular). Su
ponencia titulada “Uber die Dauer des Lebens” (La Duracion de la Vida), dirigida a la
Asociacion de Naturalistas Alemanes, supondria el primer intento de explicar el
envejecimiento y la muerte ‘“natural” (entendida como aquella no causada por
accidente u otro factor externo), a excepcion de una nota sobre la evolucion del
envejecimiento escrita por A.R. Wallace que aparece mencionada por el editor en el
libro de Weismann de 1891 (Weismann 1891). Weismann falleciéo en 1914 y, por
diversas razones, su trabajo en el envejecimiento celular no alcanzé el merecido

reconocimiento (Kirkwood y Cremer 1982).

1.1. La busqueda de la Eterna Juventud

El anhelo de la eterna juventud ha existido en el hombre desde tiempos
inmemoriales. Desde la antigliedad hasta nuestros dias el hombre ha buscado el poder
de la inmortalidad, busqueda que ha motivado la aparicion de mitos y leyendas en
distintas culturas y en distintos momentos a lo largo de toda la historia de la
humanidad. Mitos como el del “elixir de la vida” (buscado por alquimistas, magos y
hechiceros), el “rio de la inmortalidad” (de origen semitico), o la “fuente de la eterna
juventud” (presente en la cultura griega, hebrea y romana) no son mas que un reflejo

de la negacion del hombre a resignarse a envejecer.

La inmortalidad ha estado siempre ligada a las deidades y la religion. Hebe (o
su equivalente en la mitologia romana, Juventas) aparece en la mitologia griega como
la personificacion de la juventud. Era una divinidad con el poder de rejuvenecer a los
ancianos. La mitologia china cuenta como el pueblo chino ofrecia sacrificios al dios
de la longevidad, Cheu-Sing, encargado de custodiar la vida de los humanos fijando la
fecha de fallecimiento de los mortales, y que procuraba juventud a aquellos que se lo
rogaran. A pesar de sus diferencias en otros aspectos, la mayor parte de las religiones
de todo el mundo (mayoritarias como el Hinduismo, el Judaismo, el Budismo, el
Islamismo o el Cristianismo, otras menos extendidas como el Zoroastrismo) tienen en
comun la creencia en un alma inmortal que, tras la muerte, continia viviendo de

alguna forma. La inmortalidad para los creyentes supone la continuacién de la vida
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mas alla de la muerte, si bien la forma que esta vida adopta puede variar desde una
vida eterna individual (en religiones abrahdmicas como el Cristianismo y el Islam)
hasta la reencarnacion, doctrina que profesan religiones orientales dharmicas como el
Hinduismo y el Budismo, y en las que el perfeccionamiento progresivo es posible a

través del paso por vidas sucesivas.

La inmortalidad como concepto aparece ya mencionada en textos escritos hace
al menos 3500 afios (Hayflick 2000). Con el desarrollo de la ciencia hoy podemos
dibujar un cuadro mas preciso y veridico de lo que es la vida y de sus limites. Si bien
la ciencia no puede aspirar al hallazgo de la clave de la inmortalidad, si puede al
menos retrasar el deterioro fisico y organico al que se ven sometidos los seres vivos
con el transcurso del tiempo. Resulta indiscutible el acentuado interés que la
comunidad cientifica manifiesta por el estudio de métodos que permitan prolongar la
vitalidad fisica propia de la juventud y con ello aumentar la longevidad. En las
ultimas décadas la ingenieria bioldgica ha invertido grandes cantidades de dinero para
lograr avances significativos en la cura de enfermedades y el retraso de la vejez. Entre
los grandes experimentos de nuestro siglo se encuentran sin duda los estudios de
ADN que permiten reparar el genoma humano, la clonacion de 6rganos que puedan
sustituir aquellos dafiados, el uso de células madre y la crioconservacién de embriones
(fuente de células madre) con fines terapéuticos. Por otra parte, la industria
farmacéutica del envejecimiento ha encontrado siempre un publico que justifique su
inversion econdmica. Segiin la OMS, entre 2000 y 2050 la poblacion mundial mayor
de 60 afios se triplicara y pasard de 600 millones a 2000 millones, un cambio
demografico resultado del aumento de la esperanza de vida y la disminucion de la tasa
de fecundidad y con importantes consecuencias en la salud publica. En su informe de
2013: Priority Medicines for Europe and the World Update Report, la OMS insta a la
industria farmacéutica a que enfoque sus esfuerzos en el desarrollo de nuevos
tratamientos que se ajusten a este cambio demografico (Kaplan ef al. 2013). En la
carrera contra el envejecimiento numerosos empresarios han apostado por la
investigacion. Human Longevity, empresa cofundada por Craig Venter (cientifico
responsable de la decodificaciéon del genoma humano en 2003), Calico, empresa
fundada por Larry Page (cofundador y CEO del buscador Google), Life Length, de la
que es cofundadora la investigadora espafiola Maria Blasco, la empresa

biotecnoldgica Regeneron Pharmaceuticals, asi como miembros de la Global



Revision Bibliografica

Coalition on Aging (Bayer, Pfizer, Novartis, Bank of America...) son ejemplos de
empresas y entidades que han dirigido su punto de mira al proceso del envejecimiento
y enfermedades asociadas (Roman 2014), como prueba de que cuando en las
sociedades desarrolladas la poblacion mayor de 65 afios supera en nimero a la menor

de 15 afios (Kaplan ez al. 2013), la vejez es negocio.

1.2. De la inmortalidad celular al descubrimiento de los telomeros

La inmortalidad celular

En su “Aufsdtze iiber Verebung und verwandte biologischhe Fragen” (Essays
upon heredity and kindred biological problems) (Weismann 1889; 1891; 1892a;
1892b) Weismann no habia aportado evidencias experimentales para su teoria sobre el
envejecimiento (Kirkwood y Cremer 1982), por lo que su concepto cay6 en el olvido
en parte por los trabajos posteriores de Carrel (Carrel 1912), Premio Nobel en 1912, y
su colaborador Ebeling (Ebeling 1913), Premio Nobel en 1913, quienes desafiaron su
teoria al sugerir que todas las células explantadas en cultivo eran inmortales, y que la
ausencia de replicacion continuada se debia a la ignorancia de como cultivar
adecuadamente esas células (Shay y Wright 2000). Basandose en sus trabajos en
fibroblastos de corazdn del pollo, llevados a cabo en el Rockefeller Institute de Nueva
York, afirmaron que los habian mantenido creciendo de manera continuada durante

3

34 anos (Carrel y Ebeling 1921). En palabras de Carrel, el envejecimiento es “an
attribute of the multicellular body as a whole” (un atributo del cuerpo multicelular
como un todo) (revisado en Witkowski 1980). En virtud de esto, para Carrel y
Ebeling, el envejecimiento no seria el resultado de los eventos producidos dentro de
las células a nivel individual, sino que resultaria de las interacciones fisiologicas entre

c€lulas sélo cuando estan organizadas en tejidos u 6rganos (Hayflick 1997).

No es de extranar que la idea de que las cé€lulas de los vertebrados pudieran
dividirse indefinidamente en cultivo generara un marcado y sostenido interés, tanto a
nivel popular como cientifico (Hayflick 1989; Kirkwood y Cremer 1982; Louis 1977;
Witkowski 1980), ni que la teoria del envejecimiento de Weismann, cuyo punto de
vista sobre la evolucion del envejecimiento llegaria a ser severamente criticado por
Medawer en 1952 (Kirkwood y Cremer 1982; Medawer 1952), fuera practicamente

ignorada por la comunidad cientifica. Muchos trabajos de varios laboratorios

6
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emergieron entonces apoyando esta interpretacion. Describian poblaciones celulares
de otras especies, incluida la humana, que tenian una habilidad sorprendente de
proliferar, aparentemente, de forma indefinida. Sin embargo, las observaciones de
Carrel nunca pudieron ser confirmadas experimentalmente por otros cientificos

(Hayflick 1997).

El Limite de Hayflick

Aunque la muerte de las células en cultivo ya habia sido observada en 1907
con la aparicion del primer cultivo tisular aceptado de forma generalizada (Harrison
1907), no fue hasta 1961 cuando el concepto de inmortalidad celular descrito por
Carrel fue abandonado. Paul Moorhead y Leonard Hayflick observaron que los
fibroblastos humanos derivados de la piel en cultivo detenian su division tras 40 o 50
divisiones, momento en el que entraban en senescencia replicativa (Hayflick y
Moorhead 1961). Con esto demostraron la capacidad de replicacion finita de los
fibroblastos normales humanos, fenoémeno que fue interpretado como un
envejecimiento a nivel celular, desmontando con ello lo que Witkowski llamo “the
Myth of Immortal Normal Chick Cell” (el mito de la célula del pollo normal inmortal)
de Alexis Carrel (Hayflick 1997; 2000; Witkowski 1979; 1980; 1985).

Se hablo entonces de la existencia de un mecanismo de conteo celular por el
que las propias células guardaban memoria de su historial replicativo (Hayflick 1965;
Hayflick y Moorhead 1961). Tras las evidencias mostradas empleando técnicas de
enucleacion se concluyd que este “replicometro” (Hayflick 1998; 2000) residia en el
nucleo (Muggleton-Harris y Hayflick 1976; Wright y Hayflick 1975). En 1974 Sir
Frank Mactfarlane Burnet acufi6 el término “Limite de Hayflick” para hacer referencia
al descubrimiento de Hayflick de que las células normales tienen una capacidad de
replicacion finita, en oposicion a las células cancerigenas, usualmente inmortales

(Burnet 1974).

Descubrimiento de los telomeros

Sin ninguna relacién con los estudios llevados a cabo en el campo de la
inmortalidad celular, en 1938 Herman Muller y Barbara McClintock, dos
investigadores que trabajaban de forma independiente en la mosca de la fruta

(Drosophila melanogaster) y en el maiz (Zea mays), respectivamente, habian llegado
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a la conclusion comun de que el final de los cromosomas no presentaba caracteristicas
de las clasicas roturas cromosOmicas, sino que tenia propiedades especiales que los
protegian de fusiones terminales (McClintock 1938; 1941; 1942; Muller y Herskowitx
1954; Muller 1938). Estas estructuras en el extremo de los cromosomas fueron
llamadas por Muller telomeros (del griego telos, final, y meros, parte). También se
observo que el final de los cromosomas se anclaba a la envoltura nuclear en algunas

especies (Shay y Wright 2000).

A pesar de la importancia de este hallazgo, no se conocia su composicion y
estructura, ni como ejercian este papel de proteccion de la integridad del ADN. Por
aquel entonces no se habia descrito la estructura tridimensional del ADN, pues es
durante la primera mitad del siglo XX cuando los estudios de cientificos como
Friedirich Miescher, quien identifico el ADN (Miescher 2003; Wolf 2003), Phoebus
Levene (Levene 1919), Erwin Chargaff (Chargaff 1950) y Linus Pauling (Pauling y
Corey 1953a; Pauling y Corey 1953b), fueron poco a poco revelando la estructura y
composicion del ADN. Estos descubrimientos permitieron en 1953 a James Watson y
Francis Crick, combinando algunos trabajos cruciales en cristalografia de rayos X de
Rosalind Franklin y Maurice Wilkins (Franklin y Gosling 1953; Wilkins et al. 1951;
Wilkins et al. 1953), proponer la estructura de doble hélice del ADN (Watson y Crick
1953b). Por tal descubrimiento recibieron, junto a Maurice Wilkins (pues Rosalind
Franklin habria fallecido cuatro afios antes), el Premio Nobel en 1962. Hoy en dia se
conoce que los telomeros se componen de complejos ADN-proteinas que estabilizan
el final de los cromosomas e impiden que sean reconocidos como roturas de ADN de

doble cadena (Gilson y Ségal-Bendirdjian 2010).

Encontrando el vinculo entre los telomeros y el Limite de Hayflick

El investigador ruso Alexey Olovnikov fue el primero en relacionar el final de
los cromosomas con la detencion del ciclo celular descrita por Leonard Hayflick en
1961 (Olovnikov 1971; 1973). La teoria de la “Marginotomia del ADN”, tal como
Olovnikov la denominé, fue propuesta para explicar la limitacion en el potencial de
division de los clones de las células somaticas normales debido al acortamiento de la
“réplica” de ADN con respecto a su “molde” durante la division celular. Este
fendmeno no habia sido considerado en el clasico modelo de replicacion del ADN

(Watson y Crick 1953a). El término “The end replication problem”, como mas tarde
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lo denominaria James Watson (Watson 1972) (y asi pasaria a la historia), haria
referencia a la incapacidad de los cromosomas lineales de replicar su extremo 3°,

viéndose, como consecuencia, acortados con cada ciclo mitético.
La primera identificacion de la secuencia telomérica

Olovnikov habia razonado que era improbable que en cada division celular se
perdiese informacion genética vital contenida en el ADN y que, por tanto, los
telomeros podrian consistir en secuencias nucleotidicas repetidas sin informacion
genética [referidas por Olovnikov como telogenes (Olovnikov 1973)]. Estas
secuencias ejercerian un papel de “buffer” o proteccion de la informacion contenida
en los genes, y su longitud determinaria el nimero de rondas posibles de replicacion
del ADN (Hayflick 2000; Olovnikov 1971; 1996). Sin embargo, la primera
identificacion de la secuencia telomérica no se llevaria a cabo hasta que Elisabeth
Blackburn y Joseph Gal descubrieran en 1978 la secuencia telomérica del protozoo
ciliado Tetrahymena thermoplila (TTGGG) (Blackburn y Gall 1978). Diez afios
después Robert Moyzis y colaboradores revelarian que los teldmeros de las células
humanas estdn formados por la repeticion de la secuencia TTAGGG (Moyzis et al.

1988).
El descubrimiento de la telomerasa

Si el acortamiento telomérico limitaba la capacidad proliferativa de las células
normales, tal como fue descrito por Olovnikov, debia existir un mecanismo que
solventara este problema en las células con capacidad indefinida de crecer, como las
células tumorales. La solucion a dicho interrogante la aportaron Carol Greider y
Elisabeth Blackburn con su descubrimiento de la transcriptasa inversa responsable de
sintetizar y elongar los telomeros, la telomerasa, inicialmente denominada telomere
terminal transferase (Greider et al. 1985; 1987). Posteriormente, Elizabeth Blackburn
y Jack Szostak, utilizando técnicas de ingenieria genética, transfectaron en levaduras
plasmidos lineales formados por la union de los fragmentos finales del ADN
ribosomal de Tefrahymena en ambos extremos de un plasmido lineal de levadura.
Tras varias generaciones observaron que los plasmidos se mantenian estables,
demostrado con ello el papel de los telomeros en el mantenimiento de la integridad de

los cromosomas a lo largo de las generaciones. El reconocimiento por parte de las



Revision Bibliografica

levaduras de los telomeros del protozoo Tetrahymena sugeria, ademas, que la funcion
de los telomeros se habia conservado en la evolucion de las células eucariotas
(Szostak y Blackburn 1982). Esta enzima fue posteriormente encontrada en extractos
de lineas celulares inmortales y en la mayoria de los tumores (Kim y others 1994;

Morin 1989).

A finales de los 80 los estudios en ciliados permitieron la identificacioén de la
subunidad ARN de la telomerasa (TERC) (Greider y Blackburn 1989), hallazgo que
fue reconocido con la concesion del Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2009.
Diversos estudios de mutaciones en su secuencia CAACCCCAA dieron lugar a una
enzima que sintetizaba las repeticiones teloméricas alteradas, lo que confirmaba la
hipdtesis de la existencia de un molde para su sintesis (Yu y Blackburn 1991; Yu et
al. 1990). El gen que codifica la subunidad catalitica, TERT, se descubri6 6 afios mas
tarde (Lingner et al. 1997; Nakamura et al. 1997). Este hallazgo permiti6 evaluar el
papel de la telomerasa en la inmortalizacion celular (Bodnar and others 1998), asi
como la realizacion de los analisis estructurales que han permitido que actualmente se
conozca con bastante detalle las funciones de las distintas subunidades de la

telomerasa (Sandin y Rhodes 2014).
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Todos estos descubrimientos iniciales en investigacion fundamental sentaron
la base para el desarrollo posterior de la investigacion aplicada. Desde entonces, la
creciente atencion de la comunidad cientifica puesta en la investigacion de la biologia
de los telomeros y la telomerasa (Figura 1) ha permitido profundizar en el
conocimiento de los mecanismos que subyacen al proceso de envejecimiento, las

enfermedades asociadas al envejecimiento y el cancer.

INVESTIGACION APLICADA: Envejecir
o jecimi

Cancer, medicin

INVESTIGACION FUNDAMENTAL
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Numero de citas de “Telomere “ o “Telomerase” desde 1988

Figura 1. Numero de publicaciones anuales que contienen los términos “telomere” o
“telomerase” en el titulo, resumen o palabras clave desde el aiio 1988 hasta el afio 2014,
reflejo del creciente interés de la comunidad cientifica en la biologia telomérica (fuente:

Scopus). Adaptado de Gilson y Ségal-Bendirdjian 2010.
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2. EL PROBLEMA DE LA REPLICACION TERMINAL

2.1. El origen del problema del final cromosomico

Para explicar el origen de la Teoria de la Marginotomia de A. Olovnikov es
preciso remontarse al otofio de 1966, cuando al entrar en el suburbano en Moscu

Olovnikov encontr6 una explicacion a la limitada capacidad de proliferacion celular:

“I heard the deep roar of an approaching train coming out from the tunnel
into the station itself. I imagined the DNA polymerase to be the train moving along
the tunnel that I imagined to be the DNA molecule. I thought that this polymerase
cannot begin to copy from the very beginning because there is a dead zone between
the front end of the polymerase molecule and its catalytic center. This is analogous to
the dead zone between the front end of a subway car standing at the beginning of the
subway platform and the nearest entrance door to the first car” (Hayflick 2000;
Olovnikov 1971b; 1996).

No fue hasta el afio 1971 en que Olovnikov describid en una publicacion en
lengua rusa el “DNA end-underreplication problem™ como la incompleta replicacion
de la doble hélice de ADN, dandole a este fendmeno el nombre de “marginotomy”
(Olovnikov 1971b). James Watson, de manera independiente, sugirid posteriormente
una hipotesis similar para explicar el mismo problema (Watson 1972). La evidencia
experimental de que el acortamiento de los telémeros explicaba el limite de Hayflick
vendria de la mano de Harley y colaboradores afios después, en 1990 (Harley ef al.
1990). La primera pista sobre la posible existencia de un acortamiento de la longitud
telomérica (LT) en el hombre habria aparecido ya en 1986, cuando se demostr6 que la

longitud de los telomeros no era la misma en todos los tejidos (Cooke y Smith 1986).

2.2. Mecanismo molecular del problema de la replicacion terminal

Durante la replicacion celular la molécula de ADN lineal de los cromosomas
de los eucariotas sufre un acortamiento de sus telomeros con cada mitosis (estimado
en 100 pares de bases en los humanos) debido a la propia naturaleza del proceso. En

los organismos eucariotas la replicacion del ADN es semiconservativa, esto es, se

12
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lleva a cabo copiando la cadena de ADN parental, como originalmente fue sugerido
por Watson y Crick en 1953 en su famosa publicacion en la revista Nature (Watson y
Crick 1953a; 1953b). Para ello, durante la replicacion, la doble cadena de ADN se
separa, quedando una de ellas orientada en sentido 5°-3° y otra en el sentido inverso.
La enzima responsable de la sintesis de nuevas cadenas de ADN, la ADN polimerasa,
actia Unicamente en sentido 5’-3° valiéndose de una pequefia secuencia de
oligonuclétidos de ARN (cebador) a partir de la cual inicia la replicacion. La cadena
asi sintetizada (hebra adelantada, lider o conductora; en inglés leading strand) se
origina de forma continua hasta el final de la hebra molde. El problema de la
replicacion surge en la cadena complementaria, orientada en sentido 3°-5°. En este
caso, la nueva cadena (hebra rezagada o retrasada; en inglés lagging strand) ha de ser
sintetizada por la enzima en fragmentos pequefios y discontinuos (fragmentos de
Okazaki). Posteriormente, los cebadores de ARN se reemplazan por ADN y los
fragmentos son unidos por una ligasa. Para reemplazar el cebador de ARN es
necesaria la presencia de ADN corriente arriba (hacia el extremo 5”) del cebador. Es
por ello que el cebador situado en la posicion 5 no puede ser reemplazado y, por
tanto, la ADN polimerasa es incapaz de replicar el extremo 3’ de la hebra molde,

acortandose la secuencia en cada ciclo mitotico (Figura 2).
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Figura 2. El problema de la replicacion terminal. (A) Durante la replicacion del ADN las

cadenas se separan dando lugar a dos hebras orientadas en sentidos opuestos. (B) La

polimerasa de ADN actfia en sentido 5°-3’, valiéndose de unos cebadores de ARN, y dando

lugar a dos hebras: adelantada (sintetizada de forma continua) y retardada (sintetizada en

fragmentos de Okazaki). (C) Los cebadores de ARN son reemplazados por ADN, y los

fragmentos unidos a través de una ligasa. (D) La polimerasa de ADN no puede replicar el

extremo 3" de la hebra molde al no poder reemplazar el cebador de ARN del extremo 5" en la

hembra naciente; por ello los extremos se acortan tras la replicacion. Adaptado de Toftgad

2014.

14



Revision Bibliografica

3. FUNCIONES DE LOS TELOMEROS EN MAMIFEROS

3.1. Mantenimiento de la estabilidad genémica y cromosomica

Como se ha mencionado anteriormente, el final del cromosoma lineal de las
c€lulas eucariotas presenta dos problemas: el problema de la “replicacion” terminal y
el problema de la “proteccion” del final cromosémico. Los extremos de los
cromosomas se han adaptado desde el punto de vista genético y estructural para
facilitar la proteccion de la informacion contenida en los genes y evitar la formacion
de aberraciones cromosdmicas. Asi, la longitud de las repeticiones teloméricas
compensa el problema de replicacion terminal, mientras que la estructura secundaria

de los telomeros asegura la proteccion del extremo libre telomérico.

El papel de los telomeros en el mantenimiento de la estabilidad cromosdmica
fue propuesto hace unos 70 afios (McClintock 1939). En 1938 Barbara McClintock se
dio cuenta de que cuando las plantas habian sido irradiadas con rayos X sus
cromosomas se veian involucrados en ciclos espontaneos de rotura-fusion-formacion
de puentes (McClintock 1938). Este hallazgo fundament6 la hipotesis de que las
fusiones cromosdmicas aberrantes se romperian en las divisiones celulares ulteriores
conduciendo a una distribucion desigual y aleatoria del material genético en las
c€lulas hijas. Los telomeros disfuncionales que pierden su capacidad de proteccion del
final cromosomico conducen a la formacion de estos ciclos de rotura y fusion
descritos por McClintock, lo que sugiere que la pérdida de proteccion puede ser base

de inestabilidad gendmica en mamiferos (O'Sullivan y Karlseder 2010).

3.1.2. Papel de la longitud telomérica en la proteccion del final de los

cromosomas

El problema de replicacion terminal daria lugar a la pérdida de secuencias
génicas de no existir los telomeros (Hackett et al. 2001), que son los que sufren el
acortamiento en su secuencia. Asi, la longitud telomérica inicial y la tasa de
acortamiento telomérico asociada a la replicacion determinarian que la célula
somatica pueda sufrir un nimero de divisiones definidas antes de que sus teldmeros

lleguen a ser criticamente cortos y pierdan su capacidad protectora, estimulando con
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ello la activacion de los puntos de control que determinan la entrada de la célula en un
irreversible arresto mitdtico (conocido como senescencia replicativa) o muerte celular
(apoptosis) (Maser y DePinho 2002; O'Sullivan y Karlseder 2010; Siderakis y
Tarsounas 2007). Estos mecanismos limitan la vida replicativa de las células
individuales (Allsopp ef al. 1992) y, probablemente, de algunos compartimentos
celulares en los organismos, representando por tanto, al mismo tiempo, un mecanismo
de supresion tumoral que evita la inmortalizacion de la célula (Bechter et al. 2004b;
O'Sullivan y Karlseder 2010) y restringe la proliferacion de células envejecidas con
acumulacion de mutaciones precancerosas. El coste adicional de estos limites
intrinsecos a la proliferacion celular en tejidos somaticos humanos es la pérdida de
capacidad regenerativa, lo que contribuye al envejecimiento celular y organico

(Cesare y Karlseder 2012).

Son muchos los estudios que han demostrado que un excesivo acortamiento de
los teldmeros resulta en inestabilidad cromosomica en las células soméaticas (Hande et
al. 1999; Hemann et al. 2001; Lee ef al. 1998). Esta hipdtesis ha sido demostrada
formalmente en el raton deficiente a la subunidad ARN de la telomerasa, en el que la
pérdida de secuencias teloméricas en sucesivas generaciones conduce a fusiones
terminales, anormalidades cromosomicas y al desarrollo de aneuploidias (Blasco et al.
1997). Sin embargo, la longitud telomérica no es el Unico determinante del potencial
proliferativo de la célula (O'Sullivan y Karlseder 2010) y se desconoce la longitud
telomérica minima necesaria para que los teldémeros pierdan su funcién protectora. La
longitud y el acortamiento telomérico a menudo han sido considerados un indicativo
no solo del historial replicativo de la célula (nimero de veces que se ha dividido) sino
también del nimero de veces que se espera pueda dividirse (Blackburn 2000). De esta
manera, la senescencia replicativa provocada por el acortamiento telomérico apoyaria
la “hipdtesis telomérica del envejecimiento celular” (Harley ef al. 1992), segun la cual
los teldmeros actuarian en la célula como un “reloj” mitdtico que cuenta el nimero de
veces que se ha dividido; pero la relacion que existe entre la capacidad proliferativa
de la célula y la LT es mucho mas compleja. La teoria del reloj mitético es aplicable
experimentalmente, por ejemplo, a las células en cultivo cuando no hay actividad
telomerasa, y al modelo de raton nulo a la telomerasa, el cual muestra un acortamiento
telomérico progresivo (Blackburn 2000). Sin embargo, una LT criticamente corta no

implica necesariamente el arresto mitotico, ya que una telomerasa enzimaticamente
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competente puede ejercer un papel protector, como se ha visto en células humanas y
en levaduras (Blackburn 2000). En este sentido, el acortamiento telomérico es tan solo
un factor de los numerosos factores estresantes celulares que pueden desencadenar el

arresto mitdtico irreversible observado en el fenotipo senescente (Coppé¢ et al. 2010).

Por otra parte, la funcidén protectora de los telomeros no sélo se puede perder
cuando se acortan hasta una longitud critica, también cuando pierden la capacidad de
proteger su estructura final de actividades celulares como las de las nucleasas o
proteinas de reparacion de roturas de ADN, incluso a pesar de una longitud telomérica
suficientemente larga (O'Sullivan y Karlseder 2010). De este modo, las alteraciones
en el correcto funcionamiento del complejo shelterin también causan senescencia
dependiente de los telomeros independientemente de la longitud telomérica

(Karlseder et al. 2002; Martinez y Blasco 2010)].

3.1.3. “Uncapping” telomérico e inestabilidad genémica

Aunque el problema de la proteccion del final de los cromosomas se descubrid
cuando Muller y McClintock observaron las diferencias entre el comportamiento de
los extremos de cromosomas rotos y los extremos naturales de los cromosomas (los
telomeros), no fue hasta los afios 80 cuando, tras la revelacion de los principios de la
respuesta celular al dafio de ADN, los mecanismos que daban lugar a esta proteccion
telomérica pudieron llegar a ser comprendidos (de Lange 2009). Szostak y
colaboradores observaron que el ADN lineal introducido en células eucariotas
resultaba inestable porque los extremos del ADN se recombinaban con el genoma
(Orr-Weaver et al. 1981). Hoy sabemos que esto sucede porque el ADN lineal es
victima de las vias de reparacion de ADN que actian en los cromosomas rotos:
reparacion por homologia directa (homology-directed repair: HDR) o unién de
extremos no homologos (nonhomologous end joining: NHEJ). La célula cuenta con
mecanismos que activan cascadas de sefializacion que resultan en la deteccion de
estos fragmentos de ADN lineal, degradacién enzimatica o reparacion de los mismos,
detencion del ciclo celular y/o muerte celular. Si la maquinaria de reparacion falla,
una repuesta inapropiada a las roturas de ADN resultaria en una distribucion desigual
del material genético durante la division celular, inestabilidad gendémica v,

eventualmente, desarrollo de malignidades (de Lange 2009).
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El final natural de los cromosomas lineales se asemeja a las roturas de ADN y
ademas los telomeros cuentan con una region de ADN de cadena simple (ADNCcs) (de
Lange 2009). Estas propiedades les hacen susceptibles de activar las dos vias de
sefalizacion que alertan sobre la existencia de roturas de ADN de doble cadena
(ADNdc) (DSBs por sus siglas en inglés): (1) ATM (ataxia telangectasia mutated
kinase pathway) y (i1) ATR (ataxia telangectasia and Rad3 related kinase pathway).
La activacion de estas vias conduciria a la detencion del ciclo celular evitando con
ello una mayor erosion (d'Adda di Fagagna et al. 2003; d'Adda di Fagagna et al. 2004;
Reaper et al. 2004). Ademas de evitar el bloqueo celular mediado por ATR y ATM,
se debe evitar la activacion de la maquinaria de reparacion de DSBs via HDR o
NHEJ. En las células mamiferas la solucién al problema de la proteccion del final
cromosomico implica por tanto escapar a los posibles efectos perjudiciales de estas
cuatro vias diferentes, pues los fallos en evadir estas respuestas resultarian en la
detencion del ciclo celular (bajo el control de las vias ATM y/o ATR), fusiones
cromosomicas finales (un producto de NHEJ), o intercambio de secuencias (mediado
por HDR) que impliquen a dos telomeros o a un telomero y a otra parte del genoma

(de Lange 2009).

En los telomeros de los mamiferos el secuestro del extremo libre 3" terminal a
través de la estructura en bucles T impide que sean reconocidos como roturas de ADN
(Griffith et al. 1999). Las proteinas teloméricas, y los factores con los que interactaan,
crean un ambiente en el final del cromosoma que inhibe los mecanismos de

reparacion celular.

El ejemplo mas notable de como las proteinas teloméricas contribuyen a la
funcion de capping o proteccion de los telomeros lo aporta la eliminacion de la
proteina TRF2, el factor de proteccion de los telomeros sobre el que recae la represion
de la via ATM kinasa (Celli y de Lange 2005; Karlseder et al. 1999; van Steensel et
al. 1998). Las células con telomeros deficientes en TRF2 ven detenido su ciclo celular
a través de sobreexpresion de p53 y muestran otros distintivos de la via de
sefializacion ATM, incluyendo fosforilacion de la quinasa Chk2 de la via ATM (de
Lange 2009). En pocas divisiones, los teldmeros son reconocidos como roturas de
ADN dando lugar a fusiones cromosdmicas. Mientras que TRF2 reprime la via ATM
kinasa, POT1 asegura que la via ATR kinasa no sea activada (Denchi y de Lange

2007). La eliminacion de Potl en ratones resulta en la activacion de la respuesta a
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dafio en los telémeros, evidenciado por la presencia de focos o puntos de ADN
dafiado y fosforilacion de la diana de ATR, Chkl1 (Guo ef al. 2007; Hockemeyer et al.
2006). TRF2 y POT1 también son fundamentales en el bloqueo de las dos vias de
reparacion que podrian afectar a los telomeros (HDR y NHEJ) (de Lange 2009)
conduciendo a inestabilidad gendmica. La via NHEJ supone una amenaza para los
telomeros, pues daria lugar a cromosomas dicéntricos tras la fusion de dos telomeros.
Estos cromosomas son inestables en la mitosis, cuando las células segregan sus
cromosomas al dividirse. La via HDR, por otra parte, es origen de deleciones

terminales y cambios en la longitud telomérica.

La disfuncién telomérica, tanto si es causada por el acortamiento telomérico
como por la pérdida de las estructuras que protegen el final del cromosoma, esta
asociada a inestabilidad gendémica, y ésta es el inicio de tumorogénesis (Meeker et al.

2004; Perera et al. 2008) y envejecimiento prematuro en células en division mitética.

3.2. Papel estructural de los telomeros

Una de las funciones atribuidas a los telémeros es su participacion en la
estructura y posicionamiento de los cromosomas en el nucleo. En las células
somaticas la distribucion de los teldmeros en el nucleo y sus asociaciones transitorias
dependen del tipo celular y del momento del ciclo celular en el que se encuentren
(Dandjinou et al. 1999; Gilson et al. 1993; Zalenskaya y Zalensky 2002). Los
telomeros estan involucrados en el reconocimiento y separacion de los cromosomas
durante la mitosis (Pérez-Morga et al. 2001). En las células germinales de los
mamiferos, las células precursoras de los gametos de los que depende la propagacion
de las especies, los telomeros promueven el reconocimiento y alineamiento de
cromosomas homologos en las células meioticas (Scherthan 2007). Los estudios
citologicos han evidenciado profundas diferencias en la organizacion y
comportamiento telomérico entre las células somaticas y las células meidticas

(Zalenskaya y Zalensky 2002).

En este sentido, la disfuncion telomérica parece jugar un papel fundamental en
la aparicion de aneuploidias, es decir, la ganancia o pérdida de un cromosoma entero,
durante la meiosis del ovocito. Esta disfuncién podria explicar distintos factores

responsables de aneuploidia, como la inapropiada/ausente formacion del quiasma
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responsable del alineamiento adecuado de los cromosomas homoélogos (Lamb et al.
2005) o el retraso en la salida de la linea de produccién de ovocitos (Henderson y
Edwards 1968), y podria relacionar estos factores con la senescencia reproductiva en

la mujer (Keefe et al. 2006; Treff ef al. 2011), como se explica a continuacion.

3.2.1. Arquitectura telomérica durante la meiosis

La meiosis es un proceso conservado a través de la evolucion que consiste en
dos divisiones sucesivas que generan cé¢lulas haploides, los gametos. Durante el
estadio de leptoteno/zygoteno de la primera profase meidtica se lleva a cabo el
apareamiento y recombinacion de cromosomas homologos, fenomeno Unico de la

meiosis.

Para entender la importancia de los telomeros en la meiosis conviene describir
el comportamiento de los telomeros en esta fase. Dos aspectos distintos de este
comportamiento son el anclaje de los teldmeros a la membrana nuclear y la
adquisicion de una configuracion que se ha llamado bouquet. Durante los estadios
tempranos de la Profase I (PI) los cromosomas sufren varios cambios: compactacion,
formacion de elementos axiales que definen estructuralmente cada cromosoma
homologo y establecimiento de interacciones entre homologos que facilitan la
recombinacion de ADN (Zickler y Kleckner 1998). Es en este periodo cuando se
forma el estadio de bougquet: los teldémeros, entonces anclados a la membrana nuclear,
adquieren una configuracion polarizada y se agrupan en clusters rodeando el
centrosoma en mamiferos [0 spindle pole body (SPB) en S.pombe] (Harper et al.
2004). Los telomeros permanecen anclados a la membrana nuclear desde el leptoteno
hasta el paquiteno, mientras que el ensamblaje del houguet es un fendémeno transitorio
que ocurre en la transicion del leptoteno al zygoteno (Siderakis y Tarsounas 2007,
Zickler y Kleckner 1998). Aunque la formacion del bouquet es una caracteristica
universal de la meiosis, su funcion precisa se desconoce (Siderakis y Tarsounas

2007).

La correcta localizacion de los telomeros y la formacion del “bouquet” son
imprescindibles para el apareamiento y recombinacion de cromosomas homologos
antes del arresto meidtico (Bass et al. 2000; de Lange 1998; Liu et al. 2002a;
Scherthan et al. 2000; Scherthan ef al. 1996; Tease y Fisher 1998). Esto ha sido
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demostrado en S. pombe, donde el nucleo en PI sufre un agrandamiento y un
movimiento dirigido por el SPB y los telomeros asociados que promueve el
apareamiento homoélogo y mantiene alineados los cromosomas mientras se da la
recombinacion (Siderakis y Tarsounas 2007). La formacion defectuosa del bouquet
(por alteracion del clustering telomérico y su asociacion a los SPBs) causada por
mutaciones en proteinas esenciales para su formacién, como Tazll, conduce a
defectos en los procesos de recombinacion homologa. Los andlisis genéticos en
Saccharomyces cerevisiae también indican que la formacion de los clusters en los
telomeros contribuye al alineamiento adecuado de los cromosomas homologos y al
apareamiento sinaptico de los teldémeros (Rockmill y Roeder 1998; Trelles-Sticken et
al. 2000). En mamiferos también hay evidencias del papel esencial de los teldémeros
en esta etapa de la meiosis. Un estudio temprano en espermatocitos humanos sugirio
su implicacion directa en el apareamiento de cromosomas homodlogos, donde la
sinapsis empezaria en los teldémeros (Barlow y Hultén 1996). En el modelo de raton
nulo a la telomerasa la pérdida y disfuncion telomérica en la cuarta generacion
conduce a la alteracion del huso meidtico y a un alineamiento inapropiado de los
cromosomas homologos (Liu ef al. 2002a). La disfuncion telomérica en ovocitos y
espermatozoides en estos ratones se asocia a una sinapsis aberrante y una
recombinacion defectuosa (Liu et al. 2004). Aunque los mecanismos por los que la
disfuncion telomérica da lugar a estas anomalias no se conocen, parece claro que la
integridad del huso y el alineamiento adecuado de los cromosomas homologos
requieren telomeros funcionales que aseguren una segregacion equilibrada de los
cromosomas durante la division meiodtica. En humanos existe ademés una correlacion
entre la longitud telomérica del primer y segundo corpusculo polar (y del embrion
antes del estadio de blastocisto) y el desarrollo de aneuploidias (Treff ef al. 2011). En
la mujer los cromosomas meidticos fallan frecuentemente en la segregacion dando
lugar a aneuplodias (Hassold y Hunt 2001) como causa primaria de fallos en la
implantacion, retraso en el desarrollo y abortos (Treff et al. 2011). Probablemente su
alta frecuencia se deba a que los puntos de control para el comportamiento de los
cromosomas meioticos en la transicion metafase-anafase son menos eficientes en las
hembras que en los machos (Hunt et al. 1995; LeMaire-Adkins ef al. 1997), y en el
ovocito con respecto a las células mitoticas en general. La fuerte asociacion entre la
longitud telomérica y el desarrollo de aneuploidias en ovocitos y embriones en

division descrita podria ser debida a defectos en la recombinacion meiotica (Treff et
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al. 2011), puesto que es un factor de riesgo para el desarrollo de aneuploidias en
humanos (Lamb et al. 2005), y a un apareamiento cromosdmico anémalo y sinapsis
impedida, tal como ha sido observado en los ovocitos de raton con deficiencia

telomérica (Liu et al. 2004).

El acortamiento telomérico con la edad en el ovocito apoyaria la teoria
telomérica propuesta para explicar la senescencia reproductiva en la mujer (Kalmbach
et al. 2013; Keefe et al. 2005; Keefe et al. 2006). Ademas, la LT del ovocito tiene un
valor predictivo de la incidencia de fragmentacion citoplasmatica en el embrion
humano (Keefe ef al. 2005). Si el acortamiento telomérico precede al desarrollo de
aneuploidias, entonces la LT podria representar un marcador muy qutil del potencial
reproductivo del embrion humano (Treff ef al. 2011). Sin embargo, no se debe
descartar que otros fendmenos no relacionados con los telomeros sean causa de
aneuploidias, ni que la disminucion de la fertilidad asociada a la edad en la mujer
(conocida como senescencia reproductiva) no se deba enteramente a la incidencia de

aneuploidias, pues no todos los embriones euploides son viables (Scott et al. 2008).

4. IMPORTANCIA DE LA BIOLOGIA TELOMERICA EN LA SALUD: LOS
TELOMEROS EN LA INTERSECCION DEL CANCER Y EL ENVEJECIMIENTO

La relevancia de la biologia telomérica queda patente en los multiples trabajos
que estudian y ponen de manifiesto la relacion entre enfermedad y el mantenimiento
de la LT en los humanos (Armanios y Price 2012). Sin embargo, aunque su relacion
genética y funcional es clara hoy en dia (Young 2010), todavia permanecen abiertas
muchas cuestiones, especialmente cuando se trata de establecer la relacion causal
entre disfuncion telomérica y enfermedad en ciertos desérdenes regenerativos

asociados a la edad.

Los telomeros son esenciales para la estabilidad gendémica y su disfuncion ha
sido implicada en el desarrollo del céncer y el envejecimiento. La prueba mas
evidente de su relacion con el envejecimiento la presentan una serie de desérdenes de
la biologia telomérica conocidos como sindromes teloméricos (Armanios y Blackburn
2012), caracterizados por un acortamiento telomérico y que, entre otras
caracteristicas, presentan un fenotipo de envejecimiento prematuro. Disqueratosis

congénita (DC) (Mitchell ef al. 1999), anemia aplasica (Yamaguchi ef al. 2005) y
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fibrosis pulmonar idiopatica (Armanios 2012) son ejemplos de algunos de estos
desordenes originados como consecuencia de mutaciones en diversos componentes de
la telomerasa, la enzima responsable de sintetizar los teldmeros. Otras enfermedades
que resultan de mutaciones en genes responsables de los mecanismos de reparacion
del ADN (ataxia telangiectasia, sindrome de Werner, sindrome de Bloom y anemia de
Fanconi) también se caracterizan por un acortamiento telomérico acelerado y
envejecimiento prematuro, pues estos genes también estdn implicados en la
homeostasis telomérica. En algunos casos, como en la DC, los pacientes presentan
ademas un incremento en la susceptibilidad al desarrollo de malignidades (Alter et al.
2009). A los desordenes anteriormente citados se suman los numerosos trabajos que
han relacionado enfermedades asociadas al envejecimiento y la longitud telomérica
(LT) (Cawthon et al. 2003): hipertension (Benetos et al. 2001; Jeanclos et al. 2000),
resistencia a la insulina (Demissie et al. 2006; Gardner et al. 2005), arteroesclerosis
(Benetos et al. 2004), infartacion miocardica (Brouilette and others 2003; Brouilette
and others 2007), infarto (Fitzpatrick ef al. 2007), demencia (Panossian et al. 2003;
von Zglinicki et al. 2000) y cancer.

De acuerdo con la teoria evolucionaria del “soma disponible” (Kirkwood
1977, Kirkwood y Holliday 1979), los mecanismos anticancerigenos y
antienvejecimiento han adaptado sus esfuerzos a la esperanza de vida natural de cada
especie, de manera que aseguren que la mayoria de los individuos estaran libres de
cancer y de envejecimiento durante el tiempo en el que son utiles o beneficiosos para

su especie (Kirkwood y Austad 2000; Serrano y Blasco 2007).

Aunque son muchas las teorias que se han propuesto para explicar el
desarrollo del envejecimiento, existe un consenso general sobre su génesis
multifactorial, estando provocado tanto por factores intrinsecos como por factores
extrinsecos, y ademas se ve influido por diversas y complejas vias moleculares como
son las vias de sefializacion hormonal, respuesta celular al estrés y procesos
metabolicos (Hansen et al. 2005; Kenyon 2005). De entre todos los factores,
probablemente el mas estudiado sea los telomeros. El primer indicio de la conexion
entre la LT y el proceso de envejecimiento aparecid con la observacion de que la
longitud telomérica en cultivos primarios de fibroblastos humanos disminuye con la
edad del donante (Harley ef al. 1990) y que el alcance de una LT criticamente corta da

lugar a pérdida en la capacidad proliferativa (Harley 1990), fendmeno conocido como
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senescencia replicativa. Apoyando el papel de la longitud telomérica en el
envejecimiento, el modelo de raton deficiente en telomerasa muestra un
envejecimiento acelerado y su longevidad se ve progresivamente acortada a través de
los cruces sucesivos (Blasco et al. 1997; Jaskelioff et al. 2011; Lee et al. 1998;
Samper et al. 2001).

La senescencia, tanto si es provocada por el acortamiento telomérico como
por otro mecanismo no relacionado (Ben-Porath y Weinberg 2005), no soélo
contribuye al proceso de envejecimiento, sino que también actia como una potente
barrera antitumoral (Collado y Serrano 2006; Feldser y Greider 2007; Gonzalez-
Suarez et al. 2000; Wright y Shay 2001). De acuerdo con esta teoria, los estudios
llevados a cabo en el modelo ratén deficiente en TERC (mTERC™") demostraron que
el acortamiento telomérico limitaba el crecimiento de los tumores cuando dicho
modelo era tratado con carcindgenos (Gonzalez-Suarez ef al. 2000) o cuando el fondo
genético era ademas deficiente en los supresores tumorales pl16 y p19ARF (Greenberg
et al. 1999). Tanto el cancer como la longevidad requieren de un potencial
proliferativo celular mantenido. Por tanto, aquellos mecanismos que limitan la
proliferacion celular indefinida proporcionan proteccion frente al cancer al mismo
tiempo que favorecen el envejecimiento (mecanismos divergentes). Por otra parte, el
cancer y el envejecimiento se caracterizan por la acumulacion de dafio celular, por lo
que los mecanismos que protegen a las células del dafno protegen simultdneamente
frente al cancer y el envejecimiento (mecanismos convergentes). El balance global
entre estos mecanismos convergentes y divergentes garantiza una vida saludable y
libre de cancer hasta la edad adulta en la mayoria de los individuos (Serrano y Blasco

2007).

Son muchas las evidencias que sugieren que el mantenimiento de la longitud
telomérica y la actividad de la telomerasa son factores limitantes en la esperanza de
vida de los organismos, mientras que el acortamiento de los teldmeros contribuiria al
envejecimiento limitando la regeneracion tisular (Tomas-Loba et al. 2008). Durante el
envejecimiento natural o fisiologico se produce un acortamiento telomérico e
incremento de células senescentes tanto en tejidos proliferativos como no
proliferativos (Blasco 2007; Flores ef al. 2008; Jiang et al. 2007), debido a que la
actividad telomerasa, detectable durante el desarrollo embrionario, se reprime

postnatalmente en la mayoria de los tejidos (Collins y Mitchell 2002; Prowse y
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Greider 1995). De esta manera, las estrategias de reactivacion de la telomerasa
llevadas a cabo en el raton han mostrado recientemente prevenir el acortamiento
telomérico asociado a la edad, retrasando el envejecimiento orgdnico e incrementando
tanto la esperanza de vida saludable como la longevidad (Bernardes de Jesus et al.

2012; Jaskelioff ef al. 2011; Tomas-Loba et al. 2008).

El acortamiento telomérico y la activacion de DDR (respuesta al dafio celular),
pueden acontecer tanto en el envejecimiento como en el cancer (Bernardes de Jesus y
Blasco 2013). Los telomeros cortos o desprotegidos son reconocidos como roturas de
ADN persistentes o no reparables, lo que provoca respuestas al dafio celular
persistentes, asi como senescencia y/o apoptosis mediada por la proteina p53. Este
acortamiento telomérico en conjuncidon con la inactivacion de ciertos genes por
acumulacion de mutaciones somadticas con la edad conduce a la superacion del limite
de Hayflick. La proliferacion de las células mas alld de este limite produce un
acortamiento mayor que ultimamente resulta en fusiones teloméricas, la formacion de
puentes anafédsicos y roturas cromosdmicas con el consiguiente desarrollo de
aneuploidias y traslocaciones durante la carcinogénesis temprana (Begus-Nahrmann
et al. 2012). Asi, los experimentos llevados a cabo en el modelo de raton mTERC”
evidenciaron que el acortamiento telomérico podria incrementar la tasa de aparicion
de tumores espontaneos, sugiriendo un papel dual del acortamiento telomérico y la
actividad telomerasa en el inicio y progresion de los tumores (Hackett y Greider
2002). Aunque muchos tumores pueden emerger de células con telomeros cortos e
inestabilidad cromosdémica, la activacion de la telomerasa y el consiguiente
mantenimiento de la longitud telomérica son requisitos para la progresion de la
mayoria de los tumores (Ding et al. 2012). Demostrando el papel que la telomerasa y
la longitud telomérica juegan en el desarrollo del cancer y el envejecimiento, el raton
transgénico que sobreexpresa constitutivamente el componente TERT de la
telomerasa muestra un incremento en la salud de los tejidos, aunque su efecto en la
esperanza de vida queda enmascarado por el incremento en la incidencia de tumores
espontaneos (Artandi et al. 2002; Gonzalez-Suarez et al. 2005; Gonzélez-Sudrez et al.
2001). Como el cancer, el envejecimiento se acompaia de la acumulacion de dafio
celular, que en el caso del envejecimiento resulta en la pérdida de capacidad
proliferativa y disfuncion de los tejidos debido a la pérdida de células funcionales en

dichos tejidos o a la acumulacion de células dafiadas que sobreviven de manera
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aberrante (Bernardes de Jesus y Blasco 2013). Probablemente debido a su habilidad
para eliminar el dafio celular, el modelo de raton resistente al cancer que sobreexpresa
de forma constitutiva tres supresores tumorales (Sp53/Spl16/SArf) experimenta un
retraso en el envejecimiento (Garcia-Cao et al. 2002a; Matheu et al. 2007; Matheu et
al. 2004). En un intento de disociar el papel de la telomerasa en el cancer y el
envejecimiento, el equipo de la investigadora Maria Blasco gener6 un raton
transgénico para Tert en este fondo genético resistente a tumores (Sp33/Sp16/SArf/Tg
Tert mice), demostrando que la sobreexpresion de mTERT tiene actividad anti-
envejecimiento, y sefialaron el mantenimiento de los telomeros como el principal
mecanismo que explica esta actividad anti-envejecimiento de Tert (Tomas-Loba et al.
2008). Por otra parte, la sobreexpresion de la telomerasa en condiciones de restriccion
calorica (un segundo escenario que también provee proteccion frente al cancer)
extiende la vida media en el raton (Vera er al. 2013). Dos estudios recientes
demostraron que la activacion de la telomerasa en un modelo de raton con
envejecimiento acelerado (Jaskelioff ef al. 2011) o en un ratén envejecido de manera
natural (1 y 2 anos de edad) (Bernardes de Jesus ef al. 2012) es suficiente para retrasar
el envejecimiento sin incrementar la incidencia del cancer, demostrando el papel del
acortamiento telomérico en el envejecimiento celular y la modulacion de la esperanza

de vida.

A pesar de los avances en el entendimiento de la regulacion de la telomerasa,
los eventos moleculares precisos que conducen a la reactivacion de la telomerasa en la
tumorogénesis no han sido del todo esclarecidos (Djojosubroto et al. 2003). Varios
mecanismos involucrados en la oncogénesis como los oncogenes Myc y Wnt (Greider
2012; Hoffmeyer et al. 2012; Wu et al. 1999), mecanismos que implican splicing
alternativo y alteraciones epigenéticas (Kyo y Inoue 2002), o mutaciones en el
promotor de TERT (Horn ef al. 2013; Huang ef al. 2013), incrementan la actividad
telomerasa. El valor potencial de las estrategias basadas en el uso de la telomerasa
para el tratamiento de desordenes regenerativos o en terapias antienvejecimiento
reside en su seguridad, por lo que el entendimiento del papel que ejerce la telomerasa

en el cancer y envejecimiento tisular resulta crucial.

26



Revision Bibliografica

5. MECANISMOS DE ELONGACION TELOMERICA EN LOS MAMIFEROS

El problema de replicacion terminal acorta los telomeros en cada division
celular y los extremos de los cromosomas lineales son ademas sensibles al dafio
producido por el estrés oxidativo (Oikawa y Kawanishi 1999). Estos problemas no los
sufren los cromosomas circulares ancestrales de la mayoria de los procariotas (como
las bacterias) y el ADN de las mitocondrias; sin embargo, los primeros eucariotas
tuvieron que adoptar los telomeros como un mecanismo que asegurara el

mantenimiento estable del final de sus cromosomas lineales (Eickbush 1997).

La telomerasa es el mecanismo mas estudiado para mantener las secuencias
terminales, pero no es el unico en la escala evolutiva. Muchos bacteriéfagos y virus
con genomas lineales solventan el problema de manera muy variable (Chan y
Blackburn 2004): algunos usan un intermediario de la replicacion de ADN
concatemerizado o circular y los adenovirus utilizan un iniciador proteico (proteina
terminal) unido covalentemente al extremo 5°. Los poxvirus presentan el final de su
ADN(dc lineal cerrado covalentemente por un loop; el corte controlado de este hairpin
provee de un grupo 3’'OH que es necesario para la replicacion del ADN (de Lange
2004). Otras alternativas a la telomerasa también aparecen en los eucariotas, donde el
ejemplo mas extremo lo encontramos en el orden diptera (D. melanogaster) y otros
insectos proximos a ellos, que resuelven el problema por retrotransposicion. Esta via
es analoga a la telomerasa ya que se basa en una transcriptasa inversa que utiliza un
extremo 3" como iniciador para la sintesis de ADN utilizando un molde de ARN. La
recombinacion es el principal mecanismo para el mantenimiento telomérico en el
mosquito vector de la malaria, Anopheles gambiae (Roth et al. 1997), y posiblemente
el de los ADN lineales mitocondriales de algunas especies de levaduras (Nosek et al.
1995). La eliminacion de la telomerasa por modificacion genética en levaduras
(Sacaccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces lactis, dos ejemplos de budding
yeasts) ha revelado la existencia de métodos alternativos para la extension de los
telomeros como son la recombinacion homologa (S. cerevisiae) (Kass-Eisler y
Greider 2000) y la utilizacion de pequetios circulos extracromosémicos como molde
para la adicion de las repeticiones teloméricas en el extremo 3'(K. lactis) (Natarajan y

McEachern 2002).
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Los mamiferos cuentan con 2 mecanismos para contrarrestar la pérdida de
secuencias teloméricas. La telomerasa es el principal factor responsable de extender
los telomeros. Alternativamente, algunas células mamiferas disponen de otra via
independiente de la telomerasa y que utiliza mecanismos de recombinacion para
mantener sus teldomeros: elongacion alternativa de los telomeros (alternative

lenghtening of telomeres o ALT).

5.1. La telomerasa: una transcriptasa inversa con autonomia propia

Se ha sugerido que los eucariotas mas tempranos utilizaron una forma
primitiva de telomeros en los que la telomerasa no era necesaria para compensar el
problema de replicacion terminal (de Lange 2004; 2009). Aunque la telomerasa es el
principal medio por el que los eucariotas actuales evitan la pérdida de secuencias
terminales, los primeros eucariotas pudieron haber existido sin los beneficios de esta
ribonucleoproteina o de las proteinas de union al ADN telomérico (ADNt). El
mantenimiento de la estabilidad de los finales cromosdémicos podria haberse logrado
utilizando estructuras en bucles T, donde la sintesis de repeticiones teloméricas se
podria haber generado por factores que estuvieran implicados en la replicacion
dependiente de recombinacion, una forma de replicacion del ADN que ya existia
antes de la aparicion de los primeros eucariotas (de Lange 2004). En un sistema en el
que la telomerasa no estuviera presente, €sta podria haberse originado por evolucion
de los retrotransposones que invadieran el genoma de los eucariotas. De hecho, la
subunidad TERT de la telomerasa esta relacionada con la enzima que usan muchos
retrotransposones y retrovirus. En concreto, la telomerasa parece estar estrechamente
relacionada con la transcriptasa inversa de los non-long-terminal repeat (non-LTR)
elements, con la que comparte caracteristicas funcionales (de Lange 2004). La
aparicion de la telomerasa trajo consigo ventajas importantes. No solo resolvia el
problema de replicacion terminal creando nuevas repeticiones teloméricas donde no
existian (sintesis de novo), sino que aseguraba la presencia de la misma secuencia en
todos los cromosomas, actuando en cis y en trans. Las proteinas de union telomérica
pudieron evolucionar y con ello conectar los teldémeros con otras vias resultando en la
regulacion precisa de la homeostasis telomérica que existe en los eucariotas actuales,
ademas de permitir distinguir entre los extremos naturales de los cromosomas y el

ADN danado (de Lange 2004; 2009).
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5.1.1. Estructura del complejo de la telomerasa

La holoenzima telomerasa (TR), primera responsable del mantenimiento y
elongacion del extremo 3’de los cromosomas, es una ribonucleoproteina formada por
multiples subunidades entre las que se incluyen la subunidad catalitica transcriptasa
inversa (TERT), altamente conservada, la subunidad ARN (TERC o TER), que
provee el molde para la sintesis del ADN telomérico, y un set de proteinas especificas
de cada especie. Estudios in vitro han demostrado que TERC y TERT forman parte
del nucleo del complejo enzimdtico activo que es suficiente para la sintesis de las
repeticiones teloméricas (Bryan et al. 2003; Weinrich et al. 1997), mientras que in
vivo son muchos los factores, implicados en el ensamblaje de la enzima, su actividad
y localizacidén, necesarios para el correcto funcionamiento de la holoenzima
(Smekalova ef al. 2012). Un nimero importante de proteinas accesorias especificas de
especie se han descrito con detalle en vertebrados, levaduras (Pfeiffer y Lingner 2013)
y ciliados (Witkin y Collins 2004). En los vertebrados, y en particular en humanos,
desvelar la estructura de la telomerasa resulta un desafio debido a sus bajos niveles de
expresion y a la regulacion dependiente del ciclo celular de las subunidades que la
componen, a pesar del indiscutible interés que suscita el entendimiento de como la
estructura afecta a su funcion (Miracco ef al. 2014). En los humanos los componentes
mas estables del complejo enzimatico de la telomerasa incluyen TERT, TERC y
disquerina [una proteina de union a ARN que reconoce el motivo Hinge-hairpin-ACA
(H/ACA)]. Otros componentes potenciales de la telomerasa activa incluyen tres
proteinas asociadas a la disquerina conservadas evolutivamente: NOP10, GARI1 y
NHP2 (Dragon et al. 2000; Fu y Collins 2007; Kiss et al. 2006; Pogaci¢ et al. 2000),
la proteina EST1A (homologo a Estlp en levaduras) (Snow ef al. 2003) y la proteina
de localizacién en los cuerpos de Cajal (implicados en la biogénesis y reciclamiento

de las RNPs): WDR79/TCABI (Venteicher ef al. 2009).

La disquerina, una proteina conservada evolutivamente, es el componente mas
estudiado despué¢s de TERT y TERC. En los humanos forma parte de diversos
complejos nucleares: los H/ACA snoRNPs, los scaRNPs y la telomerasa activa.
TERT, TERC y DYSKERIN son componentes de complejo activo de la telomerasa
humana (Cohen et al. 2007), y mutaciones en alguno de sus genes son causa en los

humanos de un desorden hereditario raro que cursa con alteraciones en los nichos de
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stem cells englobadas bajo el nombre comun de disqueratosis congénita (DC) (Kirwan
y Dokal 2008; Knight et al. 2001; Vulliamy ef al. 2001). El estudio de las mutaciones
en el gen DKCI1, que codifica en los humanos para la proteina disquerina, permitio
identificarlo como el responsable de este sindrome ligado al cromosoma X que
causaba, entre otros sintomas, envejecimiento prematuro, fallo en la médula 6sea,
defectos en los reservorios de células troncales e incremento en la susceptibilidad a
tumores (Heiss ef al. 1998). La proteina disquerina participa en parte en la biogénesis
de la RNP telomerasa y en la estabilidad de TERC (Bass et al. 2000; Cohen et al.
2007; Mitchell et al. 1999; Mochizuki et al. 2004). También se ha demostrado la
implicacion de otros componentes del complejo de la telomerasa como NOP10, NHP2
(Savage y Bertuch 2010) y TCAB1 (también WDR79 o0 WRAPS53) (Dokal 2011) en el

desarrollo de otras formas autosdémicas de DC.

Componente transcriptasa inverso (TERT)

La subunidad catalitica de la telomerasa esta mucho mas conservada entre las
distintas especies (en longitud y organizacion de dominios) en comparacién con la
subunidad TERC (Sandin y Rhodes 2014). En su estructura se pueden reconocer tres
dominios: el dominio de uniéon al ARN (TRBD), que ha demostrado interactuar con la
region CR4/CR5 de TER, el dominio transcriptasa inversa (RT por sus siglas en
inglés) y el dominio C-terminal (CTE: C-ferminal extension), mucho menos
conservado. En los mamiferos el dominio central RT estd flanqueado por el domino
TEN (N-terminal extension domain), con especial afinidad por el ADNcs y que esta
implicado en el proceso de union al iniciador, ademas de facilitar la adicion procesiva

de las repeticiones teloméricas.

Componente ARN (TERC)

El segundo elemento esencial en el complejo activo de la telomerasa es TERC.
Durante muchos afios la investigacion se ha centrado en el campo de la regulacion de
TERT al haber sido considerado éste el componente limitante de la actividad
telomerasa. Sin embargo, las evidencias demuestran que TERC también es un factor
limitante y esencial en la actividad de la enzima y el mantenimiento de los teldémeros.
Su funcién no se limita a proveer de un molde para la sintesis de repeticiones

teloméricas; sus diferentes componentes participan en la reaccion catalitica de la
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incorporacion de los nucledtidos (Qiao y Cech 2008), median la eficiencia del proceso
de translocacion (Qiao y Cech 2008), condicionan la asociacion de diferentes factores
proteicos y el ensamblaje del complejo (Robart y Collins 2010; Robart et al. 2010;
Theimer y Feigon 2006), juegan un papel clave en el trasporte (Cristofari et al. 2007;
Theimer et al. 2007) y regulan la actividad de la telomerasa (Cairney y Keith 2008).

Resulta particularmente interesante que, en oposicion a la conservacion en
longitud y secuencia observada en la subunidad TERT, TERC muestre una gran
diversificacion evolutiva. La subunidad ARN de la telomerasa tiene un rango de
longitud muy divergente entre las especies (desde 147-209 nt en ciliados y 312-559 en
vertebrados, hasta los 779-1817 nt de algunas levaduras, siendo el parasito de la
enfermedad de la malaria, Plasmodium falciparum, quien ostenta el récord en
longitud con 2,2 kb). A pesar de las diferencias en longitud y secuencia nucleotidica
entre los distintos organismos, su estructura secundaria muestra una elevada similitud,
ademas de contener elementos estructurales muy similares. Todas las TERCs
contienen tres elementos importantes para el ciclo catalitico de la RNP: la region
molde para la sintesis de las repeticiones teloméricas, el elemento adyacente
pseudoknot (pseudonudo) -ambos constituyentes del dominio central esencial para la
actividad catalitica (Sandin y Rhodes 2014)- y un elemento en forma de loop
posicionado distalmente (stem terminus element o STE) llamado CR4-CR5 (CR:
Conserved Region) en vertebrados. Estos elementos estructurales de TERC
interactuan directamente con TERT (Mitchell y Collins 2000). Las TERCs también
contienen motivos que median el plegamiento del ARN, estabilidad, localizacion y
regulacion in vivo. Los motivos especificos de TERC en vertebrados adoptan un
pliegue hairpin-Hinge-hairpin-ACA (H/ACA) en su extremo 3 terminal, conservado
en los motivos H/ACA de los ARNs nucleolares (snoARNs o small nucleolas RNAs)
y en los ARNs especificos de los cuerpos de Cajal (scaARNs o small Cajal body
RNAs), y que son necesarios para su acumulacion y el ensamblaje de la enzima (Egan

y Collins 2010).

5.1.2. La telomerasa es una enzima procesiva

La actividad telomerasa es regulada durante el ciclo celular y es detectada
predominantemente durante las fases S tardia/G2, acoplada a la replicacion del ADN

telomérico (Marcand et al. 2000). Como transcriptasa inversa, la enzima telomerasa
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sintetiza una molécula de ADN empleando un molde de ARN. Como el resto de las
ADN polimerasas necesita un iniciador, y se vale del extremo libre 3’terminal del
telomero para iniciar la sintesis utilizando como molde el componente ARN. La
telomerasa, a diferencia de otras RTs, sintetiza un pequefio segmento de su ARN para
disociarse después del ADN recién sintetizado y reubicarse nuevamente cerca del
iniciador, comenzando con ello un nuevo ciclo de elongacion. La procesividad de la
telomerasa se define como el nimero de repeticiones teloméricas sintetizadas antes de
la disociacion de la enzima (Greider 1991). La habilidad de la telomerasa para utilizar
tan so6lo una pequefia region de su ARN [8-11 nt en vertebrados (Chen ef al. 2003)]
para su sintesis es inusual y requiere de un mecanismo que facilite la translocacion de
la enzima, un proceso que implica varios pasos y aun poco conocido (Smekalova et
al. 2012). Su eficiencia, que depende de varios factores, determina la procesividad de
la enzima y varia dependiendo de la especie (Chen y Greider 2003). Asi, la telomerasa
del raton y otros miembros de la familia muestra una procesividad significativamente

menor que la telomerasa humana (Blasco ef al. 1995; Prowse ef al. 1993).

5.1.3. Funciones no canonicas de la telomerasa

La clonacion del gen TERT permitio demostrar el papel del acortamiento
telomérico en la senescencia celular y la inmortalizacion celular (Bodnar ef al. 1998).
Debido a su funcién telomérica, la telomerasa juega un papel critico en el céancer,
envejecimiento y enfermedades degenerativas. Sin embargo, existen evidencias que
demuestran que la funcion canonica de la telomerasa, es decir, la sintesis de ADN
telomérico, no es la tnica que implica a la enzima en estos procesos. Asi, la expresion
exogena de TERT en células modificadas o en ratones ha revelado funciones
adicionales de la telomerasa en la tumorogénesis (Artandi et al. 2002; Canela et al.
2004; Gonzalez-Suarez et al. 2001; Stewart et al. 2002). Por una parte, TERT afecta a
la expresion de genes proliferativos o antiproliferativos, promoviendo el crecimiento
celular y proliferacion de forma independiente de los telomeros. TERT puede ademas
incrementar la resistencia a los agentes quimioterapeuticos y estimulos
proapoptoticos, posiblemente mediante el bloqueo de via mitocondrial de la muerte
celular. Igualmente puede incrementar la adaptacion de las células cancerigenas
mejorando la actividad mitocondrial y la resistencia a la apoptosis. Por otra parte,

TERT contribuye a la estabilizacion de los telomeros incrementando la vida 1til de la
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célula sin elongacion telomérica, ademas de modular la estructura de la cromatina y la
respuesta a dafio de ADN. Para una revision mas detallada consultar (Rubtsova et al.

2012) y (Chiodi y Mondello 2012).

5.2. Mecanismo alternativo de elongacion telomérica (ALT)

La existencia de un mecanismo independiente de la telomerasa para el
mantenimiento de la LT en células que usualmente se valen de la telomerasa se
demostré por primera vez en levaduras mutantes nulas para la enzima. Este
mecanismo demostré ser dependiente de genes requeridos para la recombinacidén
homoéloga (RAD52) (Lundblad y Blackburn 1993). Posteriormente se aportaron
evidencias de su existencia en eucariotas superiores en trabajos que describian un
mantenimiento de la LT en ausencia de actividad telomerasa tanto en lineas celulares
humanas inmortalizadas (Bryan ef al. 1997; Bryan et al. 1995; Bryan y Reddel 1997;
Rogan ef al. 1995) como en lineas derivadas de ratones deficientes en telomerasa
(Hande et al. 1999; Rogan et al. 1995). Mas tarde se demostraron los indicios,
anteriormente aportados por Murnane en 1994 (Murnane ef al. 1994), de la existencia
de un mecanismo basado en la recombinacion de los telomeros en las células humanas
positivas a ALT (ALT+) (Dunham ef al. 2000). Las caracteristicas fenotipicas de las
lineas que exhibian actividad ALT eran consistentes con la hipdtesis de que la copia
del ADN telomérico se realizaba por recombinacion homodloga. Este mecanismo
alternativo no es una condicioén adquirida derivada del proceso de inmortalizacion in
vitro, pues los cultivos celulares provenientes de algunos canceres también
demostraron mantener su condicion de inmortalidad aun siendo telomerasa-negativos
(Kim et al. 1994; Murnane et al. 1994). Aproximadamente el 85% de los canceres
humanos evaden la senescencia incrementando la actividad telomerasa (Shay y
Bacchetti 1997). Del 15% restante, la mayoria son capaces de mantener sus teloméros
en ausencia de telomerasa a través de uno o mas mecanismos englobados en ALT
(Cesare anyd Reddel 2010; Hu ef al. 2012). ALT se presenta en una amplia variedad
de canceres comunes, como es el cancer de mama, pero tiende a ser mas prevalente en
tumores de origen mesenquimatico (glioblastoma multiforme, osteosarcomas, algunos
tipos de sarcomas de tejidos blandos...), mientras que es relativamente raro en la
mayoria de los canceres derivados del epitelio. La razén podria ser que algunos

tejidos epiteliales altamente proliferativos expresan normalmente ciertos niveles de
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telomerasa que les permite compensar el acortamiento telomérico derivado de su alta
proliferacion celular. Esta expresion previa de telomerasa hace mdas probable que
durante la oncogénesis mantengan sus telomeros a través de la sobreexpresion de
telomerasa que mediante ALT (Shay et al. 2012). Sin embargo, algunos tumores
pueden tener tanto actividad ALT como actividad telomerasa (Bryan et al. 1997,
Costa et al. 2006; Henson y Reddel 2010; Johnson ef al. 2005). En este sentido, se ha
hipotetizado que la activacion de los mecanismos de ALT podria constituir una
respuesta adaptativa de ciertos canceres resistentes a terapias anti-telomerasa (Bechter
et al. 2004b; Conomos et al. 2013; Hu et al. 2012), aunque ciertos experimentos in
vitro sugieren que la emergencia de actividad ALT ante el uso de inhibidores de la

telomerasa es relativamente poco comun (Shay et al. 2012).

5.2.1. Caracteristicas fenotipicas de las células ALT+

Los telomeros de las células ALT+ mantienen ciertos atributos canodnicos,
incluyendo la presencia de secuencias TTAGGG en el ADNdc con un extremo libre
rico en G, la presencia del complejo shelterin y otras proteinas asociadas a los
telomeros, asi como la habilidad para formar bucles T. Por otra parte, estas células
muestran un numero de caracteristicas inusuales que permiten identificarlas,
convirtiéndolas en marcadores utiles de la presencia de actividad ALT, aunque no

todas son igualmente especificas de ALT (Cesare y Reddel 2010):

* Abundancia de repeticiones teloméricas extracromoséomicas (ADN RTEC)
(lineal o circular). Este ADN puede tomar multiples formas: circulos-t de
doble cadena (la forma mas predominante) (Cesare y Griftith 2004; Wang y
others 2004), circulos-C o circulos-G (parcialmente de cadena simple)
(Henson ef al. 2009; Nabetani y Ishikawa 2009), ADN lineal de doble cadena
(Ogino et al. 1998; Tokutake ef al. 1998) y complejos-t de ADN de muy alto
peso molecular con estructuras probablemente anormales y muy ramificadas
(Nabetani y Ishikawa 2009).

* Heterogeneidad en las longitudes teloméricas. Presencia de cromosomas
con teldémeros desde indetectables hasta extremadamente largos (Bryan et al.

1997; Bryan et al. 1995).
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* Cambios rapidos en la LT. La distribucion de LTs en células ALT+ es
dindmica, mostrando los telomeros fluctuaciones individuales en su longitud
durante la proliferacion celular (Murnane ef al. 1994; Perrem et al. 2001).

* Elevado nivel de recombinacion en los telomeros (Bechter ef al. 2004a). La
actividad ALT aparece asociada a una elevada frecuencia de eventos de
intercambio telomérico entre cromatidas hermanas (T-SCE) (Londofio-Vallejo
et al. 2004).

* Presencia de Cuerpos Nucleares PML asociados a ALT (APBs) (Yeager et
al. 1999). En las células ALT+ el ADN telomérico (cromosémico o
extracromosomico) y proteinas asociadas (complejo shelterin y factores de RH
como MRN, RAD51 y RADS2, entre otros) se pueden encontrar en una
subclase de los Cuerpos Nucleares de la Leucemia Promielocitica (PML
nuclear bodies, PBNs), denominados por tanto ALT associated PML bodies

(APBs), el sello caracteristico de las células ALT.

5.2.2. Mecanismos de ALT

A pesar de que generalmente es aceptado que la elongacion telomérica en las
células ALT+ requiere una etapa de recombinacion, el mecanismo molecular por el
que elongan los telomeros es todavia incierto. Se han sugerido dos modelos para ello
(no mutuamente excluyentes): (1) Unuequal T-SCE y (2) Replicacion de ADN
dependiente de recombinacion homologa (RH) (Cesare y Reddel 2010).

El molde para la sintesis de nuevas repeticiones teloméricas puede ser el
telomero de un cromosoma no homologo (recombinacion intertelomérica) (Dunham
2000), secuencias teloméricas del mismo telomero o del telomero de una cromatida
hermana (recombinacion intratelomérica) (Muntoni 2009), o ADN telomérico
extracromosOmico (recombinacion intertelomérica extracromosomica) (Henson

2002).
(1) Unuequal T-SCE:

Las células ALT+ muestran elevadas tasas de eventos de intercambio de
ADN telomérico entre cromatidas hermanas (Bechter er al. 2004a; Bechter et al.

2004b; Londofio-Vallejo et al. 2004), referido como Telomere Sister Chromatid
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Exchange (Figura 3A), y que, como se ha sugerido, resulta en un intercambio desigual
conduciendo a la elongacion de un telomero junto con el acortamiento del telomero de
la cromatida hermana (Bailey et al. 2004). Su mecanismo aun se desconoce (Cesare y

Reddel 2010).

(2) Replicacion de ADN dependiente de RH:

Segun este modelo, ALT resulta de la sintesis de ADN telomérico nuevo
mediada por recombinacion utilizando como molde una secuencia telomérica
existente en un teldémero adyacente (Dunham et al. 2000; Henson et al. 2002). La
insercion de un fragmento de ADN marcador en la secuencia telomérica de las células
ALT permiti6 comprobar que dicha secuencia era copiada de un telomero a otro
resultando en un incremento de los teldbmeros marcados. Acorde con este modelo, la
sintesis de ADN da lugar a un incremento neto del ADNt en las células (Figura 3B)
(Dunham et al. 2000). Dunham y colaboradores habian evidenciado con ello, por
primera vez, la existencia de eventos de recombinacion interteloméricos en células

humanas ALT+.
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Figura 3. Representacion esquematica de los mecanimos de ALT propuestos. (A)

Intercambio telomérico entre cromatidas hermanas (Unuqual T-TSCE). (B) Replicacion del

ADN dependiente de RH. Adaptado de Cesare y Reddel 2010.

Sin embargo, en este modelo el molde de ADN no ha de ser necesariamente

un teldmero de un cromosoma distinto, pudiendo haber mas de un mecanismo para

ALT (Muntoni ef al. 2009):

* Copia del ADNt de una cromatida hermana (Intratelomérico entre

cromatidas hermanas) (Figura 4A).

* Copia del ADNt a partir de su propia secuencia (Figura 4B). Griffith y

colaboradores sugirieron que la estructura en bucles T podria ser utilizada

como un mecanismo para elongar los telomeros (Griffith et al. 1999).
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Figura 4. Representacion esquematica de los diferentes moldes para ALT. (A) Copia del
ADN telomérico de una cromatida hermana. Cromatidas hermanas unidas por el centromero

(1) e invasion telomérica de una cromatida hermana (2). Sintesis de la cadena complementaria
(3) y ganancia neta telomérica (4). (B) Duplicacion a partir de bucles T. Polimerizacion del
ADN dentro del bucle T (1). Duplicacion de la hebra G y posible division de la hebra C (2).
Sintesis de la cadena complementaria (3) y ganancia neta telomérica (4). (C) y (D) Sintesis
telomérica a partir de fragmentos teloméricos extracromosémicos de ADN RTEC lineal (C) o
circular (D). Invasion de la cadena y extension (2), sintesis de la cadena complementaria (3) y
elongacion telomérica neta (4). Adaptado de Cesare y Reddel 2010.
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La escision del loop del ADN telomérico de los bucles T podria ademas
generar fragmentos extracromosdmicos de ADN (ADN RTEC) (lineal o circular) que
podrian participar en la elongacion de otros teldémeros (Henson ef al. 2002). Aunque
esto aun no ha sido demostrado en células mamiferas, la abundancia de ADN RTEC
en células ALT+ hace razonable pensar que, de manera analoga a como ocurre con la
duplicacion del telomero de otro cromosoma, un fragmento de ADN RTEC lineal
pueda servir también como molde (Figura 4C). Del mismo modo, los circulos-t
(Figura 4D) podrian ejercer de molde para la extension telomérica mediada por un
mecanismo de circulo rodante (rolling circle mechanism), como se ha visto en
levaduras (Tomaska et al. 2009). Los circulos C, que in vitro han demostrado ser un
potencial sustrato para la amplificacion mediante este método de circulo rodante

(Henson et al. 2009), podrian servir también como sustrato en las células ALT in vivo.

5.2.3. ALT en las células mamiferas

Teniendo en cuenta que la mayoria, si no todas, las moléculas implicadas en
los mecanismos de ALT estdn presentes en las células normales (Cesare y Reddel
2010), ;qué evita que se active este mecanismo en todas las células? La actividad
ALT durante el desarrollo del céncer podria ser considerada como una version
desregulada de un proceso natural en la biologia telomérica (Conomos ef al. 2013).
Mecanismos tipo ALT existen en los mamiferos bajo condiciones fisiologicas
normales, tal como evidencian los hallazgos observados durante la primera division
del embrién de raton (Liu er al. 2007) y mas recientemente en algunas células
somaticas del raton (Neumann et al. 2013). La actividad ALT podria reflejar el
proceso mediante el cual los primeros eucariotas elongaban sus teldmeros, siendo los
bucles T un posible vestigio de la estructura entonces empleada. Con la aparicion de
la telomerasa y la adquisicion del estricto control que ejerce sobre los telomeros, la
represion de los mecanismos de replicacion de los telomeros que utilizan esta
estructura se convierte en algo esencial para controlar una excesiva extension
telomérica (de Lange 2004). Los mecanismos por los que las células normales evitan
mantener sus telomeros mediante ALT se desconocen, aunque los experimentos con
linajes celulares hibridos de células normales o telomerasa positivas y células ALT+
han demostrado que la activacion de la via ALT requiere la pérdida de una o mas

funciones represoras (Perrem et al. 1999).
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6. FACTORES QUE REGULAN LA LONGITUD TELOMERICA: ACTORES DE
LA HOMEOSTASIS TELOMERICA

La longitud telomérica especifica de la especie esta determinada por el balance
que existe entre los mecanismos de elongacion y los de acortamiento (Pickett et al.
2011). A pesar de sus actividades opuestas, en ciertos tipos celulares los telomeros se
pueden mantener de manera que no exista una ganancia o pérdida neta. La alteracion
de los niveles de la telomerasa o las actividades de acortamiento telomérico, asi como
la prevencion del acceso de estas actividades a los telomeros, pueden modular este

balance resultando en cambios en el equilibrio estacionario de los teldmeros.

6.1. La telomerasa

La telomerasa es el elemento central en este escenario, y la diana principal de
los mecanismos reguladores positivos y negativos de la longitud telomérica. Su
actividad puede ser modulada de una muy amplia variedad de formas: desde
regulando los niveles de la enzima (controlando su expresion), su ensamblaje o

actividad, hasta controlando su acceso a los extremos de los cromosomas.

6.1.1. Control transcripcional de TERT y TERC y procesamiento de

transcritos (splicing) alternativo

El control transcripcional de hTERT tiene un papel crucial en la compleja
regulacion de la actividad enzimadtica. La represion de la expresion de hTERT en
células normales podria controlarse mediante la metilacion del promotor y exones en
5’ (Renaud ef al. 2007). La regulacion transcripcional del componente ARN tan so6lo
se conoce parcialmente. El promotor de hTERC es activado por SP1 y reprimido por
Sp3, mientras que JNK reprime la actividad del promotor y con ello su expresion,
favoreciendo la represion de Sp3 (De Cian et al. 2008). Por otro lado, el
procesamiento (splicing) alternativo del ARN mensajero (especifico de tejido, estadio
de desarrollo y sexo) es un mecanismo de control de la expresion génica comun en los
eucariotas superiores. Se han identificado diez variantes de TERT resultado de este

procesamiento alternativo en humanos (Hisatomi et al. 2003; Kilian et al. 1997,
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Saebge-Larssen ef al. 2006; Ulaner et al. 1998; Ulaner et al. 2000), lo que sugiere un

importante papel de este mecanismo en la regulacion de la telomerasa.

6.1.2. Regulacion postranscripcional

La regulacion de la holoenzima por mecanismos postranscripcionales juega

también un papel esencial en la modulacioén de la actividad telomerasa (Cong ef al.

2002). Esta puede ocurrir via fosforilacion reversible de la subunidad catalitica TERT

en residuos especificos de serina/treonina o tirosina. El estatus de fosforilacion de la

telomerasa puede afectar tanto a su estructura como a su localizacion y actividad

enzimatica (Aisner et al. 2002; Cong et al. 2002):

Elementos responsables de la represion de la telomerasa. La tirosina kinasa
c-Abl inhibe la actividad telomerasa a través de su fosforilacion (Cong et
al. 2002; Kharbanda ef al. 2000; Sawyers et al. 1994), mientras que la
proteina fosfatasa PP2A ejerce esta misma funcion inhibidora a través de la

desfosforilacién de TERT (Avci et al. 2007).

Elementos responsables de la activacion de la telomerasa. La kinasa Akt
(proteina kinasa B o PKB) aumenta la actividad de la enzima a través de la
fosforilacion de TERT (Jacinto et al. 2006; Kang et al. 1999). La proteina
kinasa C (PKC), en concreto la PKCa, fosforila tanto TERT como la
proteina asociada a la telomerasa hTEP1 (Li ef al. 1998). Se ha demostrado
que la ausencia de fosforilacion imposibilita su translocacion al ntcleo en
células cancerigenas de la prostata. La expresion de otras isoenzimas de
PKC (B, 6 y {) se ha correlacionado con una mayor actividad de la
telomerasa en células cancerigenas a través de su fosforilacion (Chang ef al.

2006; Yu et al. 2001).

6.1.3. Transporte al nucleo de TERT y TERC y ensamblaje de la

telomerasa

En el transporte y biogénesis de la telomerasa participan multiples estructuras

nucleares. La hipdtesis mas probable apunta a que TERT es transportada inicialmente

al nucleo, donde el complejo es ensamblado posteriormente. Esto se ve apoyado por
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el hecho de que la mayoria del componente TERC (hTERC) (Hiyama et al. 2001), asi
como otros componentes del complejo (p23 y Hsp90) (Forsythe et al. 2001), estan
presentes en el nucleo. Se han identificado varios factores implicados en la
translocacion al nacleo de TERT, como las proteinas 14-3-3 (Seimiya ef al. 2000), el
factor nuclear NK«xB p65 (Akiyama ef al. 2003) y Shp-2 (Jakob et al. 2008). En las
c€lulas normales, tras su transporte al nucleo desde el citoplasma, TERT es trasladada
al nucléolo (Wong ef al. 2002), mientras que en las células cancerigenas se distribuye
mayoritariamente en el nucleoplasma, donde se encuentra su sustrato, los teldmeros
(Lin et al. 2007). Los factores que retienen a la telomerasa en el nucléolo (hPinX1)
podrian evitar su interaccion con el sustrato en el nucleoplasma, inhibiendo por tanto
la actividad telomerasa (Lin et al. 2007; Wong ef al. 2002; Zhou y Lu 2001), mientras
que aquellos que mantienen a la telomerasa en el nucleoplasma (nucleolin) la dejan

preparada para su traspaso a los telomeros (Khurts et al. 2004).

TERC se encuentra durante la mayor parte del ciclo celular en unas estructuras
subnucleares conocidas por ser lugares de ensamblaje de las RNPs y de modificacion
de los ARNs (Cioce y Lamond 2005): los cuerpos de Cajal. Durante la mayor parte
del ciclo celular los dos componentes principales de la telomerasa permanecen
separados. En la fase S temprana, TERT es translocada al nucléolo, al mismo tiempo
que los cuerpos de Cajal (conteniendo el componente TERC) se acumulan en la
periferia. Su localizacién en el nucléolo coincide en el tiempo con TERT, y ademas
actuan como transmisores de la telomerasa a los telomeros en la mitad de la fase S
(Jady et al. 2006). Algunos dominios y motivos proteicos de la subunidad ARN
(como la caja CAB y el motivo H/ACA) (Jady et al. 2004; Lukowiak y others 2001)
influyen en la translocaciéon de TR a los cuerpos de Cajal y al nucléolo. De forma
analoga, un dominio de TERT (Nucleolar localization domain, NoLD) (Etheridge et

al. 2002) es conocido por mediar la translocacion nucleolar de TERT.

TERT y TERC son necesarios y suficientes para la actividad telomerasa in
vitro. Sin embargo, in vivo, el complejo de la telomerasa esta formado por multiples
proteinas que facilitan su actividad. De la misma manera que ocurre con el transporte
al nacleo de la subunidad TERT, el ensamblaje del complejo telomerasa también
puede ser regulado durante el ciclo celular, pudiendo ocurrir durante la fase S para
luego desensamblarse durante la fase M. La compartimentalizacion de las dos

subunidades previene su unidén prematura, manteniéndolas lejos del sustrato, los
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telomeros. Aunque se cree que el ensamblaje se lleva a cabo en los cuerpos de Cajal
(Armanios y Blackburn 2012), son necesarios mas estudios para establecer de qué

factores depende (Wojtyla et al. 2011).

6.2. Proteinas teloméricas

Actualmente se conoce un elevado nimero de proteinas de unidon a los
telomeros que han demostrado jugar un papel crucial en su proteccidbn y como
reguladoras de la actividad telomerasa. La estructura dinamica del complejo shelterin,
implicada en la generacion de los bucles T, junto con otras proteinas accesorias,
controla el acceso de la telomerasa a los cromosomas y la sintesis del ADN
telomérico por parte de la telomerasa, actuando principalmente como un regulador

negativo (Wojtyla et al. 2011).

TRF1 y TRF2, a través de la formacion y estabilizacion de los T loops, son las
principales proteinas del complejo shelterin responsables de este control negativo de
la longitud telomérica en mamiferos. Ambas actiian reprimiendo la elongacion
telomérica actuando en cis (Smogorzewska et al. 2000). TIN2 es un regulador
negativo de la elongacion telomérica a través de su interaccion con TRF1 (Chiang et
al. 2004; Kim et al. 2003; Kim et al. 1999). La proteina hRAP1 ha sido identificada
como una proteina que interacciona especificamente con TRF2 (Li et al. 2000) y
regula negativamente la LT in vivo (Li y de Lange 2003; O'Connor et al. 2004;
Wojtyla et al. 2011). Por otra parte, POT1 regula la longitud telomérica y proteje los
telomeros del dafio a ADN, degradacion y fusiones cromosémicas (Churikov et al.
2006; Loayza y De Lange 2003). Esta se une directamente al extremo 3’ del telémero
y a posiciones internas a través de su interacciéon con TRFI, sirviendo como un
transductor del control de la LT de TRF1 (Loayza y De Lange 2003). Ademas, se
asocia también con TPPI1, que se ha propuesto como un factor de reclutamiento de
POT]1 a los telomeros que heterodimeriza con el mismo, mejorando su afinidad por la
cadena simple de ADN (Wang et al. 2007; Xin et al. 2007); este posicionamiento del
dimero POT1-TPP1 previene la union de la telomerasa al extremo de los cromosomas

(de Lange 2005).

TPP1 originalmente se describié como un factor de union entre TRF1 y TRF2

que funcionaba en una via junto con POT1 como regulador negativo de la LT
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dependiente de la telomerasa (Hockemeyer ef al. 2007). Actualmente se conoce que
también actiia como regulador del reclutamiento de la telomerasa, su activacion y
actividad (Karlseder 2014; Nandakumar et al. 2012; Sexton ef al. 2014) gracias a la
interaccion de un dominio N-terminal en TPP1 con hTERT (Zhong ef al. 2012). El
complejo POT1-TPP1 alterna entre la inhibicion del acceso de la telomerasa, como
componente de shelterin, y la actuacion como un factor de procesividad para la

telomerasa durante su extension (Wang et al. 2007; Xin et al. 2007).

Otras proteinas no pertenecientes al complejo shelterin, y que interaccionan
con TRF1 (Tankyrasa 1 y 2, y PINX1), se han identificado también como reguladores
negativos de la LT. Asi, PINX1 forma complejos estables con la subunidad catalitica
de la telomerasa (a través de su domino TID: telomerase inhibitory domain) y TRF1,

inhibiendo con ello la actividad de la enzima (Zhou y Lu 2001).

6.3. Funcion de los cuadruples G en la regulacion de la longitud telomérica

La formacién de cuddruples G, una estructura helicoidal de ADN que aparece
en tramos ricos en nucleotidos de guanina, en el extremo 3 libre del ADN telomérico
puede inhibir la actividad telomerasa (Zahler et al. 1991). Por una parte, los
compuestos que inducen y estabilizan los cuadruples G teloméricos son capaces de
desplazar a la telomerasa (Burger et al. 2005; Sun et al. 1997) y a proteinas de union
al ADNt, como TRF2 y POT1 (Gomez y others 2006a; Gomez et al. 2006b; Tahara et
al. 2006). A su vez, la proteina POT1, responsable de atrapar el extremo libre de
ADN telomérico, puede alterar los cuadruples G en los teldémeros permitiendo su
extension por la telomerasa (Zaug et al. 2005). En este contexto, las moléculas
pequefias que estabilizan los cuadruples G constituyen una via prometedora para el
desarrollo de posibles agentes anticancerigenos (Gaynutdinov ef al. 2008; Hurley
2001; 2002; Hurley et al. 2000; Neidle y Read 2000). Sin embargo, estos agentes que
interactiian con el extremo libre 3" terminal son mas que simples inhibidores de la
actividad telomerasa (Riou 2004). Su actividad anticancerigena también se basa en la
alteracion de la funcidn de capping y el consecuente mantenimiento telomérico. Asi,
la supresion del crecimiento celular observada por el efecto de estos agentes va
asociada al estimulo de la respuesta celular al dafio de ADN mediada por uncapping

telomérico, con la consecuente degradacion de extremo libre 3’ y deslocalizacion de
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TRF2 y POT]1 de los telomeros. Este acortamiento y uncapping telomérico provocaria
una respuesta a corto plazo de apoptosis/senescencia en las cé€lulas cancerigenas

humanas (Wang et al. 2014), justificando asi su potencial anticancerigeno.

6.4. Regulacion epigenética de la longitud telomérica

En las células mamiferas tanto los telomeros como las regiones subteloméricas
adyacentes presentan caracteristicas de heterocromatina. La heterocromatina, en
oposicién a lo que ocurre en la cromatina abierta, transcripcionalmente activa o
eucromatina, se considera transcripcionalmente silente. A nivel epigenético, las
modificaciones de las proteinas y del ADN que dan lugar a la aparicion de la
heterocromatina comprenden diversas modificaciones de las histonas, hipermetilacion
del ADN e incorporacion de variantes de histonas (Draskovic y Londono Vallejo

2013).

La metilacion del ADN es llevada a cabo por las ADN metiltransferasas
(DNMTs). En los mamiferos DNMT1 es responsable de copiar las marcas de
metilacion durante la replicacion, mientras que DNMT3a y DNMT3b son
responsables de la metilacion de novo del ADN (Okano ef al. 1998). Al carecer de
islas CpG, los telomeros no sufren metilacion; sin embargo, las regiones
subteloméricas de los mamiferos tienen una alta densidad de secuencias CpG que se
encuentran altamente metiladas en las células somaticas (Brock et al. 1999). Las
evidencias mostradas en los estudios en raton sugieren que la metilacion del ADN de
las regiones subteloméricas juega un papel importante en la regulacioén de la LT. La
eliminacion de DNMT1 o DNMT3a y DNMT3b resulta en una reduccion del nivel de
metilacion en los dominios subteloméricos acompaniada de una elongacion dramatica
de los telomeros en células de raton y un incremento de los eventos de recombinacion
en los teldmeros (Gonzalo et al. 2006). Aunque los estudios en ratones sugieren que
los mecanismos tipo ALT de mantenimiento telomérico estan facilitados por la
pérdida de metilacion en las regiones subteloméricas, faltan evidencias que

demuestren su conservacion en humanos (Draskovic y Londono Vallejo 2013).

La pérdida de DNMTs en estas células de raton no aboli6 otras marcas tipicas
de la heterocromatina, como la trimetilacion de la H3K9, o la trimetilacion de la

H4K20 (Gonzalo ef al. 2006). Los telomeros también cuentan con otras marcas de la

45



Revision Bibliografica

heterocromatina como la reducida acetilacion de H3 y H4 y la presencia de la proteina
HP1 (Draskovic y Londono Vallejo 2013). Las modificaciones de las histonas
también se han relacionado con la regulacion de la longitud telomérica en las células
mamiferas. Asi, la pérdida de la trimetilacion de H3K9 y H4K20 en telomeros resulta
en una elongacion telomérica en células de raton (Garcia-Cao ef al. 2002b; Garcia-
Cao et al. 2004). En los humanos las modificaciones de las histonas presentes en los
teldmeros son poco conocidas atn, pero un estudio ha confirmado la presencia en
c€lulas humanas del mismo tipo de marcas de la heterocromatina encontradas en

ratones (O'Sullivan et al. 2010).

También se ha sugerido que la LT puede autorregularse actuando sobre las
marcas epigenéticas: en los teldomeros cortos se pierden marcas de heterocromatina
creando un contexto favorable a la elongacion telomérica, mientras que una
elongacion telomérica aberrante mediada por deficiencia a Dicer]l o DNMT da lugar a
un aumento de la densidad de las marcas heterocromaticas de los telomeros, que
impiden una mayor elongacion (Schoeftner y Blasco 2009). Los descubrimientos
hasta ahora realizados apoyan un modelo en el que el nimero de repeticiones
TTAGGG en los telémeros dirige el estatus epigenético de la heterocromatina en cis y
ejerce un efecto en frans en la estructura de la cromatina de las regiones
subteloméricas (Schoeftner y Blasco 2009). En este sentido, el acortamiento de los
telomeros es causa del cambio desde un estado inactivo hacia un estatus mas “abierto”
de la cromatina telomérica, que favoreceria la elongacion por la telomerasa o por

recombinacion en los telomeros (Benetti ef al. 2007).

6.5. TERRA (ARN que contiene repeticiones teloméricas)

Habiéndose considerado a los telémeros transcripcionalmente silentes debido
a sus caracteristicas de heterocromatina, el descubrimiento de que podian ser
transcritos activamente a ARN telomérico fue sorprendente (Azzalin y others 2007).
Hoy en dia se conoce que los teldmeros son transcritos de una manera especifica de la
cadena por una ARN polimerasa tipo II, generando un tipo de ARN largo no
codificante (IncARN), ricos en G y de longitud heterogénea, conocidos como TERRA
(Telomeric Repeat containing RNA) (Azzalin et al. 2007; Schoeftner y Blasco 2008).
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Varias funciones han sido propuestas para los TERRA, aunque falta mucho por

conocer sobre su papel biologico:

* Funcion reguladora de la telomerasa: TERRA son capaces de interactuar
con la enzima telomerasa en células mamiferas. La secuencia de TERRA es
complementaria al dominio molde de TR, por lo que tiene el potencial de
regular negativamente a la enzima (Redon ef al. 2010). Los experimentos in
vitro utilizando oligonucle6tidos que mimetizan a los TERRA (UUAGGG);
sugirieron que TERRA puede inhibir la actividad telomerasa en los humanos
(Redon et al. 2010; Schoeftner y Blasco 2008). Experimentos en S.
cerevisiae también demuestran que TERRA regula la actividad telomerasa in
vitro (Sandell et al. 1994) e in vivo (Luke y others 2008) actuando como un
inhibidor de la telomerasa. TERRA también puede interactuar con TERT de
manera independiente de TERC (Cifuentes-Rojas y Shippen 2012).

* Funcion estructural: TERRA interacciona con numerosas proteinas de
union a ARN (Lopez de Silanes et al. 2010), promoviendo cambios en las
proteinas teloméricas (Flynn et al. 2011). En las células mamiferas una
fraccion de los TERRA se asocia a los teldbmeros, y estas moléculas se han
propuesto como reguladores del mantenimiento de la estructura de los
telomeros asi como de la formacion de la heterocromatina (Arnoult et al.
2012; Deng et al. 2012). Estudios recientes han demostrado que la
elongacion telomérica reprime la expresion de TERRA en las células
mamiferas, debido a un incremento en la densidad de las marcas de
heterocromatina presentes en los teldmeros mas largos (Arnoult ef al. 2012).
Las evidencias indican ademas que TERRA puede mediar el intercambio de
TBPs (proteinas de union a los telomeros) de union a ADNcs durante el ciclo
celular, promoviendo el capping (o proteccion) telomérico (Flynn et al.

2011).

Aunque los hallazgos anteriores sugieren un papel potencial de TERRA como
regulador negativo de la telomerasa, no existen todavia evidencias in vivo en
mamiferos (Farnung et al. 2012), y ciertos experimentos recientes en levaduras
sugieren que TERRA podria actuar como regulador positivo de la telomerasa. Esta

vision es controvertida porque la induccidén de la expresion forzada de TERRA en
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levaduras acorta los telomeros de una manera independiente de la telomerasa
(Maicher et al. 2012; Pfeiffer y Lingner 2012). Sin embargo, la funciéon del TERRA
de expresion endogena no quedd esclarecida en estos trabajos y se ha observado que
el acortamiento telomérico en levaduras induce la expresion endogena de TERRA
(Deng et al. 2012), conduciendo a la acumulacion de moléculas de TERRA en un
foco individual perinuclear (Cusanelli ef al. 2013). Este ultimo trabajo, basado en la
visualizacion simultdnea del ADN telomérico, TERRA y telomerasa, propone un
interesante modelo en el que TERRA secuestra y dirige a la telomerasa a aquellos
telomeros que mas elongacion necesitan, lo que explicaria la accion preferencial de la
telomerasa en los telomeros cortos (Liu ef al. 2002b). Estos focos de TERRA no son
exclusivos de las levaduras, habiéndose descrito también en los mamiferos (Azzalin et
al. 2007; Schoeftner y Blasco 2008), en los que se han encontrado en el nucleo de
c€lulas altamente proliferativas y en una variedad de canceres (Deng ef al. 2012). La
asociacion de las moléculas de TERRA con el final de los cromosomas, por tanto, no
es estable, pudiéndose reubicar en otros compartimentos nucleares. Con base en estos
hallazgos, se ha propuesto que los TERRA ejercen un papel en la organizacién

espacial de la telomerasa (Cusanelli ef al. 2013).

6.6. Regulacion negativa de la longitud telomérica por recortamiento telomérico

En los mamiferos la pérdida pasiva gradual de secuencia telomérica que
ocurre con cada ciclo celular no es el Unico factor de pérdida telomérica, ya que
también existen actividades de degradacion activa. Los telomeros excesivamente
largos pueden verse sometidos a una rapida pérdida de sus repeticiones por la
resolucion de los bucles T, un mecanismo que ha sido denominado RDT (rapid
delection of telomeres) (Lustig 2003), o “recortamiento telomérico” (telomere
trimming), haciendo referencia a un fendmeno que evita la delecion completa de los
telomeros (Pickett et al. 2009). La importancia de este mecanismo como medio de
control de longitudes teloméricas excesivas queda patente por su conservacion en los
distintos organismos: levaduras (Lustig 2003), plantas (Watson y Shippen 2007) y
mamiferos (Pickett ef al. 2011). Este recortamiento telomérico puede ser detectado
por la presencia de ECTR, predominantemente en forma de circulos-t como resultado
probable de la resolucion mediada por RH de las Holliday Junctions (HJ) de los

bucles T (Pickett et al. 2011), y fue identificado por primera vez en células
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cancerigenas en las que la induccion de un aumento de la actividad telomerasa habia
elongado artificialmente los telémeros (Pickett er al. 2009). En esta linea, la
abundancia de circulos-t en las células ALT+ (Wang et al. 2004) quizas se deba a
eventos de recortamiento telomérico para contrarrestar la elevada elongacion mediada
por ALT (Cesare y Reddel 2010). Ademas, en los humanos la presencia de circulos-t
ha sido también confirmada en dos tipos celulares en los que existe elongacion
telomérica mediada por telomerasa: la linea germinal masculina y los linfocitos
activados. Estos circulos-t extracromosoémicos también se han aislado del rifidn,
higado, testiculo y cerebro de las especies Mus musculus castaneus y Mus musculus
musculus, donde un mecanismo de recortamiento telomérico podria contribuir al
establecimiento de un limite en la LT en un organismo con una elevada expresion de
telomerasa (Pickett et al. 2011). De acuerdo con esta hipotesis, el recortamiento
telomérico ha sido propuesto como un medio para acortar los teloémeros, via
resolucion de las HJ (Holliday Junctions) presentes en los bucles T, cuando la
elongacion telomérica llevada a cabo por la telomerasa, o por un método alternativo,

supera un umbral especifico del individuo, y quizas del tejido (Pickett ez al. 2011).

7. METODOS DE ANALISIS DE LA LONGITUD TELOMERICA

Los métodos de cuantificacion de la longitud telomérica han evolucionado
desde los analisis iniciales de poblaciones celulares hacia el analisis de células
individuales, con métodos cada vez mas automatizados y con mayor sensibilidad,
capaces de detectar pequefias variaciones en LT entre muestras. La eleccion del
método depende en gran medida del tipo de muestra analizada, particularmente de la
cantidad de ADN disponible para el anélisis, aunque también se tienen en cuenta otros
factores como el numero de muestras a analizar y la reproducibilidad de la técnica. De
entre los distintos métodos de analisis de la longitud telomérica, tres son los mas
ampliamente extendidos: el analisis de los fragmentos de restriccion terminal (TRF),

la hibridacion in situ fluorescente (FISH) y 1a PCR en tiempo real.

El anélisis mediante Southern blot de los fragmentos de restriccion terminal
(TRF) es la técnica que se ha venido usando desde los primeros estudios de longitud
telomérica y sigue siendo un método ampliamente utilizado (Vera y Blasco 2012). La

técnica consiste en la digestion del ADN gendmico con enzimas de restriccion, la cual

49



Revision Bibliografica

da lugar a fragmentos de restriccion terminal que contienen las repeticiones
teloméricas y secuencias subteloméricas de longitud variable. Estos fragmentos de
ADN de restriccion terminal se separan mediante electroforesis y se hibridan con una
sonda marcada (radiactiva o no radiactiva) especifica para la secuencia telomérica. El
resultado es un bandeo cuyo anélisis por densitometria proporciona una estimacion de
la media del nimero de repeticiones teloméricas por muestra. El principal problema
de esta técnica es que los TRF también incluyen parte de las secuencias

subteloméricas.

Los métodos de medida de la LT basados en la hibridacion in situ fluorescente
(FISH) de los telomeros resuelven el problema de la falta de precision debida a la
presencia de secuencias subteloméricas en los TRF (Lansdorp ef al. 1996). La técnica
consiste en la hibridacion telomérica con sondas PNA (péptidos sintéticos homodlogos
al ADN telomérico) fluorescentes, y permite medir la longitud telomérica no s6lo en
células individuales, sino también a nivel cromosomico. La FISH telomérica
cuantitativa en metafases (Q-FISH convencional) es uno de los métodos mas precisos
y sensibles disponibles (con un limite de deteccion de 0,15 kb) (Poon ef al. 1999) para
medir teldémeros individuales por nucleo en una poblacion celular y, a diferencia del
analisis de los TRF que requiere del orden de 10° células, la FISH cuantitativa puede
realizarse con tan so6lo 20 metafases. Sin embargo, al igual que en el andlisis de los
TRF, se trata de una técnica muy laboriosa y requiere de mucho tiempo para su
realizacioén. Su bajo rendimiento (tan solo se pueden analizar unas pocas muestras al
mismo tiempo) es mejorado por una combinacion de la técnica de FISH y la técnica
de citometria de flujo (Flow-FISH). Sin embargo, la técnica de Flow-FISH tan solo
proporciona valores de longitud telomérica media por célula. También se ha
desarrollado una plataforma automatizada de FISH telomérica cuantitativa de alto
rendimiento (HT Q-FISH) que permite el andlisis de un elevado nimero de muestras
proporcionando tanto datos de longitud telomérica media como porcentajes de
telomeros cortos por célula (a menudo objeto de estudio en los andlisis poblacionales
humanos) (Canela et al. 2007). El principal problema de esta técnica es que depende
en gran medida de la eficiencia de hibridacion de la sonda a la secuencia telomérica,
que puede variar en funcion de la conformacion de la cromatina de la region
telomérica. Como la conformacién de la cromatina depende del estatus epigenético y

durante el desarrollo preimplantacional y la gametogénesis tienen lugar grandes
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variaciones en las marcas epigenéticas, este método puede generar cierta controversia.
Por ejemplo, los valores de LT del espermatozoide cuantificando los TRF (Baird et a/
2006; Kimura et al. 2008; Kozik et al. 1998; Pickett et al. 2011) duplican los
obtenidos por qFISH (Turner y Hartshorne 2013).

El anélisis de la longitud telomérica mediante PCR cuantitativa (qPCR) es un
método ampliamente utilizado cuando se dispone de poca cantidad de ADN, ya que
20 ng de ADN son suficientes para el analisis. A diferencia del analisis de los TRF y
en comun con la FISH, el fragmento amplificado no incluye la region subtelomérica.
En contraste con la FISH, el anélisis mediante PCR no requiere células vivas en
metafase Il y no se ve afectado por la conformacion cromatinica de los teldomeros. En
este sentido, se ha observado que la consistencia de los andlisis de la LT en embriones
preimplantacionales de ratén entre distintas cepas es mayor mediante qPCR que
mediante FISH (Liu et al. 2007). Ademas, es aplicable a estudios a gran escala, pues
es un método rapido. Sin embargo, a diferencia de FISH, no permite cuantificar los
telomeros individualmente, proporcionando una informacion de la longitud telomérica
media por muestra [una limitacién que supera el andlisis telomérico mediante el
método basado en la PCR de STELA (Single Telomere Length Analysis)]. La
principal limitacion para el desarrollo de una técnica de cuantificacion telomérica
mediante amplificacion por PCR fue la escasa complejidad de la secuencia
telomérica, formada por repeticiones de las secuencias TTAGGG y CCCTAA que
impedian el disefio de cebadores no complementarios entre si, un requisito
indispensable para evitar la formacion de dimeros de oligonucledtidos. Esta limitacion
fue superada con el disefio de unos cebadores modificados en los que la inclusion de
discordancias entre las bases permitid amplificar un producto de PCR libre de
productos derivados de la formacion de dimeros. Cawthon y colaboradores
desarrollaron un método basado en el empleo de estos cebadores para amplificar la
secuencia telomérica (T) en paralelo con la amplificacion de un gen de referencia de
una sola copia (S) (Cawthon 2002). La amplificacion del gen S sirve como medida
indirecta de la cantidad de ADN presente en la muestra, de modo que el ratio T/S
equivale a la cantidad de ADN telomérico relativizada a la cantidad de ADN total
presente en la muestra. De este modo, el ratio T/S proporciona una medida relativa de

la longitud telomérica media. La qPCR no provee valores absolutos de longitud
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telomérica en kb, a menos que se incluya un oligbmero estandar de referencia

(O'Callaghan y Fenech 2011).

8.  ELONGACION TELOMERICA DURANTE EL DESARROLLO
PREIMPLANTACIONAL

La elongacion telomérica que tiene lugar durante el desarrollo
preimplantacional desde la formacion del cigoto hasta el blastocisto podria determinar
las reservas teloméricas del recién nacido (Schaetzlein ef al. 2004), las cuales ejercen
un papel fundamental en el desarrollo postnatal y la salud en la edad adulta. Por
ejemplo, la presencia de mutaciones en los componentes de la telomerasa da lugar a
un acortamiento telomérico responsable del sindrome de envejecimiento prematuro
(Armanios et al. 2009). En las familias con diqueratosis congénita el fallo organico
caracteristico de la enfermedad es mas severo y se establece mas tempranamente con
el paso de sucesivas generaciones debido a un acortamiento telomérico progresivo, un
fenomeno conocido como “anticipacion génica” (Vulliamy ef al. 2001). En ratones la
herencia de un fenotipo telomérico corto es suficiente para generar los defectos
degenerativos del envejecimiento, incluso en presencia de una telomerasa no mutada
(wild-type) (Armanios et al. 2009), que son similares a los encontrados en pacientes
con disqueratosis congénita. El acortamiento telomérico natural también se ha
asociado a muerte prematura debido a infecciones en la tercera edad (Cawthon ef al.
2003). En este sentido, el estudio de la elongacion telomérica durante el desarrollo
preimplantacional resulta muy relevante en el dmbito del origen embrionario de la

enfermedad adulta.

La longitud telomérica de los distintos tipos celulares destinados a formar el
individuo experimenta una serie de cambios a lo largo del periodo vital, generalmente
motivados por la accion de la telomerasa y las actividades de acortamiento
telomérico. En las células germinales, precursoras de los gametos, la telomerasa
asegura la segregacion de la LT a través de un programa de elongacion activo y
mantenimiento de los telémeros (Achi et al. 2000; de Lange et al. 1990) que
compensa el acortamiento derivado de su intensa proliferacion. Aunque existen
diferencias entre la gametogénesis masculina y femenina (Siderakis y Tarsounas

2007), ambos sexos experimentan una disminucion de la actividad telomerasa en la
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linea germinal durante la maduracion de los gametos (Achi ef al. 2000; Eisenhauer et
al. 1997; Wright et al. 1996). Tras la union de los gametos (singamia) los mecanismos
de mantenimiento/elongacion de los telomeros son de nuevo imprescindibles para
contrarrestar la pérdida de LT motivada por la intensa proliferacion celular que
acontece durante el desarrollo embrionario y fetal. En este contexto, la LT del ovocito
maduro es inferior a la del embrion temprano y la de las células somaéticas (Liu et al.
2007); por tanto, los mecanismos de regulacion de la longitud telomérica durante esta
etapa del desarrollo parecen tener una gran influencia en la LT del recién nacido.
Dado que el ovocito posee una baja actividad telomerasa, el aumento de la LT
mediante esta enzima depende de la telomerasa transcrita por el genoma embrionario.
En los mamiferos la transcripcion del genoma embrionario comienza poco después de
la fecundacion tras un proceso que se conoce como transicidn materno-embrionaria
(TME) y que culmina con la reprogramacion de la expresion génica, un proceso
critico para el desarrollo embrionario normal. El inicio de la activacion del genoma
embrionario (AGE) varia dependiendo de la especie (Braude ef al. 1988; Crosby et al.
1988; Frei et al. 1989; Jarrell et al. 1991; Latham et al. 1991), aunque en todas las
especies estudiadas la actividad telomerasa permanece baja o ausente en los primeros
estadios del desarrollo, anteriores o cercanos a la AGE. Después, en el estadio de
morula, el aumento en la expresion y actividad de la enzima da lugar a una elongacién
de los telémeros en la transicion de morula a blastocisto en ratones, vacas y humanos
(Liu et al. 2007; Schaetzlein et al. 2004; Wright et al. 2001). Esta elongacion
dependiente de la telomerasa alarga los telomeros hasta una longitud definida y se ha
sugerido que determina las reservas teloméricas con las que contara el recién nacido,
pues los cultivos primarios de células derivadas de embriones de raton de estadios
postimplantacionales no muestran un incremento significativo en la LT (Schaetzlein

et al. 2004).

Pese a su papel determinante en la elongacion telomérica durante la transicion
morula-blastocisto, la telomerasa no es el Gnico mecanismo que actua durante el
desarrollo temprano embrionario. En el embrion de raton la primera elongacion
telomérica ocurre antes del inicio de la expresion de la telomerasa, durante la primera
division embrionaria, a través de eventos de recombinacion (Liu et al. 2007). Durante
esta etapa el gen Zscand (zinc finger and SCAN domain containing 4), que codifica

una proteina con un dominio SCAN y cuatro dominios de dedo de zinc (ZFPs), ejerce
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un papel imprescindible para el desarrollo. La expresion de Zscan4 ha sido
relacionada con el mantenimiento de la LT en células madre embrionarias a través de
recombinacion telomérica (Zalzman et al. 2010) de manera independiente de la
telomerasa, por lo que podria tener un papel en la elongacion telomérica observada
durante la primera division embrionaria. Apoyando esta hipdtesis, Zscan4 se expresa
unicamente en el embrion de 2 cé€lulas y en las ESC (embryonic stem cells) (Falco et
al. 2007) y es esencial en la progresion desde el estadio de 2 células al de 4 células,

asi como durante el subsecuente desarrollo embrionario (Falco ef al. 2007).

9. DETERMINANTES DE LA LONGITUD TELOMERICA EN LOS
MAMIFEROS. EFECTO DE LA EDAD PATERNA SOBRE LA LONGITUD
TELOMERICA DE LA DESCENDENCIA

Aunque en algunos organismos, como los protozoos ciliados, la LT esta
definida precisamente, en la mayoria de las especies se mantiene en un rango de
tamafo particular, especifico de la especie, resultado del equilibrio dinamico entre las
actividades de elongacion y de acortamiento (Evans y Lundblad 2000). A pesar de
que la LT generalmente se mantiene en este rango de tamaiio (especifico de la especie
o cepa), los factores y mecanismos que determinan las diferencias entre las especies

no se conocen suficientemente.

En los mamiferos la longitud de los telomeros varia entre las distintas especies
desde 10 a 15 kb en los humanos (de Lange et al. 1990; Samassekou et al. 2010), 12-
13 kb en la vaca (Garrels ef al. 2012; Igbal ef al. 2011) y 8-10 kb en cepas de raton
salvajes (Coviello-McLaughlin y Prowse 1997; Hemann y Greider 2000). Las cepas
de raton de laboratorio, por el contrario, tienen la caracteristica de poseer telomeros
notablemente largos e hipervariables, con un rango que oscila desde las 30 a las 150
kb (Kipling y Cooke 1990; Starling ef al. 1990). Esto Ultimo no es cierto para las
lineas inbred establecidas mas recientemente y, aunque se desconoce la explicacion,
el fendbmeno ha sido atribuido a la intensiva cria que ocurre en una colonia aislada
(Hemann y Greider 2000). Esta caracteristica les confiere cierta proteccion frente a la
deficiencia de telomerasa, pues sus teldmeros no llegan a ser criticamente cortos hasta

la tercera o cuarta generacion del cruce con el raton nulo a la telomerasa (Vidal-
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Cardenas y Greider 2010) y el ratén con ausencia de actividad telomerasa permanece

viable hasta al menos 6 generaciones.

Ademas de las diferencias observadas entre las distintas especies, esta longitud
telomérica es heterogénea entre los distintos individuos (Takubo et al. 2002), e
incluso la longitud media varia entre los distintos 6rganos y tejidos de un mismo
individuo (Takubo et al. 2002; Vaziri et al. 1994), asi como en diferentes tipos
celulares del mismo tejido, como por ejemplo en las distintas subpoblaciones de
leucocitos (Hoffmann et al. 2009; Rufer et al. 1999; Rufer et al. 1998). La
heterogeneidad en LT parece ser una caracteristica también de las células dentro de un
mismo tipo celular (Harley ef al. 1990; Moyzis et al. 1988; Rufer ef al. 2001; Rufer et
al. 1998; Weng et al. 1997) e incluso de los cromosomas dentro de una misma célula
(Lansdorp et al. 1996; Martens et al. 1998; Mayer et al. 2006; Samassekou et al.
2010; Samassekou et al. 2009).

La mayoria de los estudios centrados en la LT en la especie humana han
adoptado una perspectiva biomédica y se han llevado a cabo a nivel poblacional. La
longitud telomérica ha demostrado tener un elevado componente genético, pero la LT
también puede ser considerada como un caracter epigenético (De Meyer et al. 2014)
y, como tal, altamente influido por factores ambientales, lo que provoca que la
heredabilidad de la LT sea inestable. Los estudios epidemiologicos transversales en la
especie humana han demostrado que la LT puede ser modulada por factores tales
como el estrés oxidativo, la inflamacion, el estrés ambiental y los estilos de vida no
saludables (Aviv et al. 2006; Demissie et al. 2006; Epel et al. 2004). La base
molecular del efecto de esos factores se basa en la regulacion de la actividad de la
telomerasa mediante metilacion del ADN (Guilleret et al. 2002) y factores
ambientales como cambios en el estilo de vida y manejo del estrés (Ornish et al.
2008). Sin embargo, estos factores solo explican una pequefia fraccion de la variacion
en la LT, y hasta la fecha se desconoce hasta qué extensiéon el componente
epigenético del control de la LT puede ser también heredado meidticamente (de

Meyer 2014).

El componente genético de la LT se observd inicialmente en un estudio
llevado a cabo en gemelos monocigoéticos (Slagboom ef al. 1994) y se considera el
principal mecanismo que explica la variacion interindividual en la LT observada en

los humanos (De Meyer et al. 2007; Lansdorp et al. 1996). Las estimaciones de la
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heredabilidad de la LT de los distintos estudios se mueven en un rango entre el 36% y
el 86% (Andrew et al. 2006; Atzmon et al. 2010; Jeanclos et al. 2000; Njajou et al.
2007; Slagboom et al. 1994; Vasa-Nicotera et al. 2005). Como explicacion a este
componente genético se han descubierto asociaciones entre polimorfirmos (SNPs) en
los genes TERT/TERC y la LT (Atzmon ef al. 2010; Codd ef al. 2010; Levy et al.
2010; Mirabello et al. 2010; Rafnar et al. 2009; Shen et al. 2011; Soerensen et al.
2012). Otros loci también estan implicados en la heredabilidad de la LT (Andrew et
al. 2006; Mangino et al. 2009; Vasa-Nicotera et al. 2005).

Los SNPs asociados con la LT se encuentran en /oci autosomicos que, como
tales, estan sujetos a una heredabilidad mendeliana, en la que cada haplotipo o alelo
gjerce su funcion independientemente de su origen parental, es decir, de si son
heredados por via materna o paterna. Sin embargo, se ha observado que la
heredabilidad de la LT no sigue una equidad parental. Un primer estudio sugirido que
la LT era heredada via materna por un mecanismo ligado al cromosoma X (Nawrot et
al. 2004), pero el mecanismo ligado al cromosoma X no se ha esclarecido. Un
importante namero de trabajos posteriores han descrito una mayor correlacion entre la
LT de la descendencia con la LT de los padres (Njajou et al. 2007; Nordfjall et al.
2005; Nordfjéll et al. 2010), aunque la influencia del componente materno también ha

sido descrita (Broer ef al. 2013).

El mecanismo por el cual la heredabilidad de la LT no sigue una tendencia
completamente mendeliana es desconocido, pero se ha observado que la LT de la
descendencia se correlaciona con la edad paterna en poblaciones genéticamente
diversas (De Meyer et al., 2007; Eisenberg et al., 2012; Kimura et al., 2008; Prescott
et al., 2012; Unryn et al., 2005), un enfoque que excluye el efecto de diferentes
haplotipos, dado que las frecuencias de cada haplotipo son similares entre los grupos
de distintas edades. En estos casos, el efecto de la edad paterna parece ser mediado
por la LT del espermatozoide, pues sus telomeros y los de la descendencia de
hombres viejos son mas largos que los de hombres jovenes (Allsopp et al., 1992;
Baird et al., 2006; Kimura et al., 2008). Teniendo en cuenta lo anterior, la LT de un
sujeto refleja su composicion genética particular, pero también puede venir
determinada por la LT de los gametos que dieron lugar al sujeto. Sin embargo, la
hipotesis de que la LT del espermatozoide determina la LT de la descendencia

actualmente carece de un mecanismo la que apoye.
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1. JUSTIFICACION

Durante el desarrollo preimplantacional tiene lugar un alargamiento telomérico
que puede tener una importancia clave en la edad adulta, ya que se ha sugerido que
esta elongacion establece la LT del individuo al nacimiento (Schaetzlein et al. 2004).
El estudio de la dindmica y mecanismos de elongacion telomérica en estadios
preimplantacionales es, por tanto, de gran interés en el &mbito del origen embrionario
de la enfermedad adulta, pero la escasa cantidad de muestra presente en estos estadios
dificulta su estudio. Debido a su simplicidad, a la posibilidad de trabajar con
cantidades moderadas de ADN genomico y a no verse afectada por el estatus
epigenético celular, hemos elegido la técnica de PCR cuantitativa (QPCR) para la
realizacién nuestro estudio. En un primer experimento hemos validado la técnica de
qPCR para el andlisis de la LT mediante la evaluacion del acortamiento telomérico
asociado al envejecimiento en distintos 6rganos. En este estudio hemos incluido
ademas el efecto de un cruce de distintas especies de raton cuyas diferencias en LT
son bien conocidas. Por tltimo, como refinamiento de la técnica, hemos aplicado la
técnica a embriones preimplantacionales para estudiar la dinamica de la LT durante el

desarrollo preimplantacional.

En un segundo experimento hemos evaluado la expresion endogena de dos
componentes de la telomerasa (Tert y Terc) y del gen Zscan4 durante el desarrollo
embrionario preimplantacional del raton. Tras este andlisis hemos estudiado el efecto
sobre la elongacion telomérica de la sobreexpresion exdgena de estos genes durante el
desarrollo preimplantacional, sobreexpresion que se ha conseguido mediante la
inyeccion de vectores plasmidicos circulares. La sobreexpresion constitutiva de Tert
en ratones resistentes al cancer tiene un efecto antienvejecimiento (Tomés-Loba et al.
2008) y el efecto de la sobreexpresion transitoria de la telomerasa en la LT durante el
desarrollo preimplantacional ha sido testado en la especie bovina (Garrels et al. 2012;
Igbal et al. 2011), una especie con telomeros mas cortos que los presentes en el raton,
demostrando que los telomeros son elongados en el estadio de blastocisto por encima
del valor esperado. En este estudio investigamos si la sobreexpresion transitoria de los
dos componentes principales de la telomerasa (7erty Terc) también altera la LT del
blastocisto en una especie con telomeros muy largos, el raton de laboratorio. El gen

Zscan4 estd implicado en la elongacion telomérica independiente de telomerasa en
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células troncales embrionarias (ESC) de raton (Zalzman et al. 2010) y, por ello,
podria jugar un papel en la elongacion telomérica observada en los estadios de

division temprana del embrion, en los que no se expresa telomerasa.

Por ultimo, la elongacion telomérica que ocurre antes del estadio de moérula,
y por tanto antes de la activacion de la telomerasa (Liu et al. 2007b), parece ocurrir a
través de un mecanismo alternativo basado en la recombinacion (Bryan et al. 1995).
Esto aportaria una explicacion molecular al efecto de la LT del espermatozoide en la
LT del recién nacido, pues los telomeros del espermatozoide podrian actuar como un
molde de recombinacidn para los telomeros del ovocito. Para evaluar esta hipotesis
hemos analizado la LT del embrion preimplantacional en dos modelos que muestran
dimorfismo en la LT del espermatozoide: 1) Machos Mus musculus vs. Mus spretus y

2) Machos Mus musculus viejos vs. jovenes.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis fue el estudio de la LT y los mecanismos de
elongacion telomérica durante el desarrollo preimplantacional en el raton. Para ello se

llevaron a cabo los siguientes objetivos especificos:

1. Validacion de una técnica de PCR cuantitativa para el andlisis de la LT,

mediante:

1.1 El estudio de la dindmica de la LT durante el envejecimiento en
riiidn, corazon, cerebro, testiculo y ovario.
1.2 El estudio de la dinamica de la LT durante el desarrollo

preimplantacional.

2. Estudio de los mecanismos de elongacion telomérica del embridon
preimplantacional y evaluacion del efecto de la sobreexpresion exogena
durante el desarrollo preimplantacional de tres genes implicados en la

elongacion telomérica sobre la LT del blastocisto:

2.1 Analisis de la expresion génica enddgena de Tert, Terc y Zscan4

durante el desarrollo preimplantacional.
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2.2 Efecto de la sobreexpresion de Tert, Terc y Zscand4 durante el

desarrollo preimplantacional en la LT embrionaria.

3. Estudio del efecto de la LT del espermatozoide sobre la LT embrionaria y
de la descendencia, empleando dos modelos que presentan dimorfismo en
la LT espermatica (Mus musculus vs. Mus spretus y Mus musculus jovenes

y viejos):

3.1 Anadlisis de la LT en espermatozoides Mus musculus vs. Mus spretus
y de los embriones y descendencia derivada de la fecundacion con
ovocitos Mus musculus.

3.2 Analisis de la LT en ovocitos, cigotos y embriones de 2 células
producidos con espermatozoides con LT larga (Mus musculus),
corta (Mus spretus) o sin espermatozoides, por activacion
partenogenética.

3.3 Analisis de la LT en ovocitos vs. espermatozoides Mus musculus.

3.4 Analisis de la LT en espermatozoides Mus musculus jévenes vs.

viejos y de sus embriones y descendencia.
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1. TECNICAS EMPLEADAS POR OBJETIVO

Dado que varias de las técnicas utilizadas en esta tesis doctoral fueron empleadas
en distintos experimentos, a continuacion se presenta una lista especificando los
experimentos en las que fueron utilizadas para describirlas con detalle en el siguiente

apartado.

Experimento 1

Objetivo 1.1: Dindmica de la LT en el envejecimiento en rifidn, corazdn, cerebro,

testiculo y ovario.

Técnicas empleadas: Obtencion de muestras de tejido, extraccion de ADN y evaluacion

de la LT relativa por qPCR.
Objetivo 1.2: Dindmica de la LT durante el desarrollo preimplantacional.

Técnicas empleadas: Extraccion y cultivo in vitro de embriones de raton, recogida y

preparacion de muestras embrionarias, evaluacion de la LT relativa por qPCR.

Experimento 2

Objetivo 2.1: Andlisis de la expresion génica enddgena de Tert, Terc y Zscan4 durante

el desarrollo preimplantacional.

Técnicas empleadas: Extraccion y cultivo in vifro de embriones de raton, extraccion de

ARNm y analisis de la expresion génica mediante qPCR.

Objetivo 2.2: Efecto de la sobreexpresion de Tert, Terc y Zscan4 durante el desarrollo

preimplantacional en la LT embrionaria.

Técnicas empleadas: Obtencion de cigotos, subclonacion de ¢cDNAs y preparacion de
vectores, microinyeccion pronuclear de plasmidos circulares, extraccion de ARNm y
analisis de la expresion génica mediante qPCR, recogida y preparacion de muestras

embrionarias, evaluacion de la LT relativa por qPCR.
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Experimento 3

Objetivo 3.1: Analisis de la LT en espermatozoides Mus musculus vs Mus spretus 'y de

los embriones y descendencia derivada de la fecundacion con ovocitos Mus musculus.

Técnicas empleadas: Extraccion de ovocitos y espermatozoides, fecundacion in vitro,
obtencion de muestras de tejidos y extraccion de ADN, recogida y preparacion muestras

embrionarias y evaluacion de la LT relativa por qPCR.

Objetivo 3.2: Analisis de la LT en ovocitos, cigotos y embriones de 2 células
producidos con espermatozoides con LT larga (Mus musculus), corta (Mus spretus) o sin

espermatozoides, por activacion partenogenética.

Técnicas empleadas: Extraccion de ovocitos y espermatozoides, fecundacion in vitro,
activacion partenogenética, recogida y preparacion de muestras embrionarias y

evaluacion de la LT absoluta por qPCR.

Objetivo 3.3: Analisis de la LT en ovocitos vs. espermatozoides.

Técnicas empleadas: Extraccion de ovocitos y espermatozoides, extraccion de ADN de

ovocitos y espermatozoides y evaluacion de la LT relativa por qPCR.

Objetivo 3.4: Analisis de la LT en espermatozoides Mus musculus jovenes vs. viejos y

de sus embriones y descendencia.

Técnicas empleadas: Extraccion de ovocitos y espermatozoides, fecundacion in vitro,
recogida y preparacion de las muestras, obtencion de muestras de tejidos y extraccion de
ADN, recogida y preparacion de muestras embrionarias y evaluacion de la LT absoluta y

relativa por qPCR.
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2. MATERIAL Y METODOS

Todos los procedimientos experimentales llevados a cabo con ratones fueron
previamente aprobados por el comité ético en investigacion animal del INIA y llevados
a cabo de acuerdo a la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de la
Sociedad Europea de la Reproducciéon y a la legislacion Europea. Todos los ratones
utilizados para la realizacion de la presente tesis fueron mantenidos en las instalaciones
animales del INIA bajo condiciones controladas de temperatura (23+1°C) y humedad,
con un fotoperiodo de 14h luz-10h oscuridad, y con acceso libre a agua y comida

(Harlan Ibérica, Barcelona, Espaia).

A menos que se especifique lo contrario, todos los reactivos fueron

suministrados por la Compaiiia Sigma Chemical Co. (Poole, RU).

2.1. Obtencion de muestras de tejidos para la evaluacion de la LT (Experimentos 1

y3)

Experimento 1

Con el objetivo de evaluar la técnica y validar los resultados en dos modelos
independientes, el estudio de la longitud telomérica durante el envejecimiento se llevo a
cabo en dos cruces de ratones cuya longitud telomérica difiere: Mus musculus puro y
hembras Mus musculus x machos Mus spretus. La eleccion de la especie Mus spretus se
basé en su facilidad para cruzarse con las cepas de laboratorio de la especie Mus
musculus. Para el andlisis de la longitud telomérica durante el envejecimiento se
mantuvieron en cruce 5 parejas de hembras Mus musculus (C57/BL6) de 2 meses de
edad y machos Mus spretus de 4 meses de edad. Las camadas se destetaron a los 21 dias
de edad, siendo separadas por sexo. De cada pareja se selecciond6 un macho y una
hembra de la F1 (Mus musculus x Mus spretus F1) correspondiente a tres grupos de edad
(diez dias, cuatro meses y un aino). Los mismos grupos de edad y nimero de animales de
cada sexo fueron seleccionados de la F1 del cruce de hembras Mus musculus x machos

Mus musculus (Mus musculus x Mus musculus F1).

Tras la eutanasia de cinco machos y cinco hembras (de cada uno de los cruces)
de los tres grupos de edad (jovenes: 10 dias, adultos jovenes: 4 meses y adultos viejos: 1

afio) se extrajo una biopsia de aproximadamente 2-4 mm’ de cada tejido analizado
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(corazon, rifion, cerebro, ovario y testiculos), que fue congelada hasta el andlisis. Las
muestras de tejidos se extrajeron de la pared del ventriculo izquierdo del corazon,
corteza y médula renal, corteza del 16bulo frontal y cuerpo calloso del cerebro, corteza y
médula del ovario, y en el caso del testiculo la biopsia abarcéd desde la tunica albuginea

hasta la rete testis.

Experimento 3

Con el objeto de evaluar el efecto de la LT del espermatozoide en la LT de la
descendencia en el modelo Mus musculus vs. Mus spretus (Objetivo 2.1) se recogieron
muestras de tejido renal post-mortem de cinco machos y cinco hembras adultos Mus
musculus (C57BL/6J), Mus spretus (ESPRET/E1) e hibridos Mus spretus (C57BL/6J x
ESPRET/E1), (en total, 15 machos y 15 hembras), tras lo cual se congelaron y
almacenaron hasta su analisis. En el modelo Mus musculus jévenes vs. viejos (Objetivo
3.4) se recogieron muestras de cola de 30 individuos (15 machos y 15 hembras) de 10

dias de edad por grupo.

2.2. Extraccion del ADN gendmico de tejidos para el estudio de la longitud
telomérica durante el envejecimiento y la LT de la descendencia de machos de

distinta LT (Experimentos 1y 3)

Las muestras congeladas de tejidos obtenidos segiin se describe anteriormente se
digirieron con 30 pl de una dilucidon de proteinasa K (1,25 pg/ul) en buffer Tris NaCl
EDTA (STE) mediante incubacion a 55°C durante una noche. Tras la digestion las
muestras se diluyeron en agua libre de ADNasas hasta un volumen final de 300 ul y se
obtuvo el ADN mediante extraccion por fenol/cloroformo seguida de precipitacion con
isopropanol. El precipitado resultante se diluyd a una concentracion final de 50 ng/pl

antes de determinar la LT mediante qPCR.

2.3. Produccion de embriones de raton (Experimentos 1,2y 3)

Experimento 1

Los cigotos Mus musculus fueron obtenidos de hembras C57CBAF1 (8-10

semanas de edad) superovuladas. El tratamiento hormonal consistié en una injeccion
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intraperitoneal de 7,5 Ul de gonadotropina coridnica equina (Folligon 500, Intervet)
seguida una injecction de 7,5 Ul de gonadotropina coriénica humana (hCG, Veterin
Corion, Equinvest) 48 horas después. Tras el cruce con machos C57CBAF1 de fertilidad
probada, las hembras con tapén visible (Figura SA) fueron eutanasiadas. Los oviductos
se extrajeron de la cavidad abdominal (Figura 5B) y se recolectaron los cigotos del
ampula del oviducto en el dia 0,5 postcoito (Figura 5C). Tras la eliminacién de las
células del cimulo mediante incubacion y pipeteo en una solucion de hialuronidasa de
300 U.I/ml (Brinster et al. 1985), los cigotos se lavaron tres veces en medio M2 antes de
la puesta en cultivo en medio KSOM+AA (Millipore) a 37°C en una atmosfera
controlada de 5% de CO; en aire y humedad saturada. Los ovocitos maduros, en estadio
de Metafase II (MII), se recogieron del ampula del oviducto 18 h post-hCG y las células
del cumulo se eliminaron, siguiendo el mismo procedimiento que en caso de los cigotos,
antes de la congelacion de las muestras.
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Figura 5. Extraccion de ovocitos y cigotos del tracto reproductivo de la hembra. (A)
La visualizacion del tapon vaginal (flecha) como signo de monta permite identificar las
hembras cuyos ovocitos han sido fecundados. (B) Extraccion de oviducto de la cavidad
abdominal. (C) Ampula conteniendo cigotos (dia 0,5 post-coito) u ovocitos (18 h

posthCG) (flecha).
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Experimento 2

La obtencion de embriones para el andlisis de la expresion endogena de los genes
Tert, Terc 'y Zscan4 (Objetivo 2.1) en la especie Mus musculus siguid las mismas pautas

descritas en el experimento 1.

Los embriones empleados para la microinyeccion de pladsmidos circulares
(Objetivo 2.2) se obtuvieron en el estadio de cigoto, 20 horas después de la inyeccion de
hCG, de los oviductos de hembras superovuladas C57CBAF1 cruzadas con machos
C57CBAF]1. La superovulacion, eliminacion de células del cimulo y puesta en cultivo
se llevaron a cabo en las mismas condiciones que el Experimento 1. Los cigotos se
cultivaron durante aproximadamente 4 horas, hasta la apariciéon de dos pronucleos

visibles, momento en el que se llevo a cabo la microinyeccion.

Experimento 3

Para evaluar el efecto de la LT del espermatozoide sobre la LT de los embriones
preimplantacionales se recurrid a la fecundacion in vitro con el objeto principal de
controlar con precision el tiempo de desarrollo embrionario, un factor crucial para el
desarrollo de este experimento. La fecundacion in vitro se realizod siguiendo el método
descrito por Martin-Coello y colaboradores (2008) con alguna modificacion. Los
espermatozoides se obtuvieron de epididimos de machos maduros fértiles Mus musculus
(C57CBAF1) jovenes (3 meses) o viejos (un afio) y de machos Mus spretus (Figura 6).
Para permitir la dispersion espermatica, los espermatozoides fueron preincubados en una
gota de 500 pl de medio HTF (human tubular fluid) (Quinn et al. 1985) suplementado
con 2 mg/ml de albimina sérica bovina (BSA) y cubierta por aceite mineral durante 15

minutos a 37 °C en una atmosfera saturada de humedad de 5% de CO, en aire.
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Cabéza

*

EPIDIDIMO Conducto deferente

Figura 6. Extraccion de espermatozoides del aparato reproductor masculino. (A)
Testiculo y epididimo de ratéon. (B) Detalle de la cola del epididimo y comienzo del

conducto deferente.

Los complejos cumulos-ovocitos se obtuvieron de hembras Mus musculus
C57CBAF]1 (8-10 semanas de edad) superovuladas siguiendo el protocolo descrito para
el Experimento 1. Los oviductos se extrajeron de la cavidad abdominal y se recuperaron
los complejos camulos-ovocitos del dmpula del oviducto 12 horas post-hCG. Tras su
lavado en medio HTF se coincubaron con los espermatozoides en una concentracion
final de 10° espermatozoides/ml en 500 pl de medio HTF durante 4-5 h a 37 °C en
atmosfera saturada de humedad y 5% de CO, en aire. Tras la fecundacion in vitro, las
c€lulas del cumulo y los espermatozoides adheridos a la zona pelicida se eliminaron
mecanicamente mediante pipeteo. Los posibles cigotos fueron lavados en medio M2
antes de ponerlos en cultivo en gotas de 30 pl de medio KSOM+AA (Millipore) en las

mismas condiciones atmosféricas.

Los embriones partenogenéticos se obtuvieron mediante la activacion de
ovocitos maduros recogidos a las 15 h tras la inyeccion de hCG siguiendo el protocolo
descrito en Kishigami y Wakayama (2007). Las células del cimulo se eliminaron
mediante pipeteo en una solucion de hialuronidasa. La activacion de los ovocitos se
llevé a cabo mediante la incubacion durante 6 horas en medio KSOM+AA
suplementado con SrCl, (10 mM), EDTA (2 mM) y citocalasina B (5 pg/ml) (Kishigami
y Wakayama, 2007). Tras su activacion, los ovocitos fueron lavados 3 veces antes de

cultivarlos en medio KSOM+AA como se ha descrito previamente.
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2.4. Microinyeccion pronuclear (Experimento 2)

Para sobreexpresar los componentes de la telomerasa del raton Terty Terc y del
gen Zscan4 se microinyectaron plasmidos circulares en el pronacleo de cigotos de raton.
El uso de plasmidos circulares, no linearizados, es un procedimiento no integrativo que
consigue una expresion exogena transitoria sin alterar el genoma de la célula

hospedadora.

Tanto la pipeta de sujecion (holding pipette o holder) como la aguja de inyeccion
utilizadas en la micromanipulacion fueron fabricadas manualmente utilizando para ello
una microforja (Microforge de Fontbrune BEAUDOIN 5262) y el estirador de pipetas
horizontal (o puller) (Micropipette Puller modelo P-87, Sutter Instruments),

respectivamente.

El equipo de microinyeccion (Figura 7) estaba formado por un microscopio
invertido [Nikon Eclipse TE300 inverted microscope (Nikon UK Ltd)] que utiliza el
sistema optico Nomarski (Optica de Contraste Interdiferencial o DIC) vy
micromanipuladores Narishige (Narishige Inc.). Un microinyector manual con sistema
de aceite (CellTran vario, Eppendorf) fue utilizado para controlar la presion de la pipeta
de sujecion, mientras que la inyeccidn se llevo a cabo con un sistema de aire que utiliza
una jeringa de 50 ml para aplicar la presion de inyeccion. Dos pl de la suspension a
inyectar fueron cargados en las agujas de inyeccion por el extremo opuesto a la punta

para su inyeccion.
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Figura 7. Imagen del equipo de micromanipulacion utilizado para la microinyeccion.

Las construcciones fueron inyectadas en el prontcleo de los cigotos siguiendo
los procedimientos convencionales (Figura 8). Brevemente, los cigotos con dos
pronucleos visibles se transfirieron a la cdmara de inyeccion (Figura 9), que consistio en
un portaobjetos excavado en el que se deposita la microgota de medio de
micromanipulacion (M2) cubierta de aceite mineral. La inyeccidon se llevd a cabo a
temperatura ambiente en grupos de 15 embriones. Los cigotos fueron sostenidos
individualmente por una pipeta de sujecion roma mientras se inyect6 suficiente cantidad
de suspension del plasmido como para aumentar el pronucleo hasta el doble de su
volumen (aproximadamente 1-2 pl de suspension de ADN). Los embriones se cultivaron
en grupos de 30 en medio KSOM+AA hasta el estadio de blastocisto, en el que fueron

analizados.

73



Material y Métodos

Figura 8. Detalle de un embrién de ratéon en estadio pronuclear. El embrién estd sujeto
con la pipeta de sujecion (izd.). La aguja de inyeccion (drch.) estd posicionada formando un

angulo de 90° con respecto a los corpusculos polares.

depression slide

1

T
culture medium

Figura 9. Camara de micromanipulacion y herramientas para la inyeccion: pipeta de

sujecion (izd.) y aguja de inyeccion (der.) Tomado de Nagy y colaboradores (2003).
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2.5. Plasmidos empleados en la microinyeccion pronuclear para la sobreexpresion

de Tert, Terc y Zscan4 (Experimento 2)

Para la expresion exogena de Tert y Terc (grupos inyectados Tert y Terc), se
generaron dos plasmidos en los que se clon6 la secuencia completa de ADNc de Tert o
Terc en el sitio EcoRI del vector pCAGGS (Niwa et al. 1991) (Figura 10). Las
secuencias insertadas en ese sitio son expresadas bajo el control del promotor sintético
CAG. El promotor sintético CAG es ampliamente utilizado en plasmidos de expresion
eucariota y estd formado por la combinacion del elemento potenciador temprano del
citomegalovirus (“C”), el promotor, primer exon y primer intrén del gen de la beta-

actina de pollo (“A”) y el aceptador de union del gen de la beta-globina de conejo (“G™).

Para expresar Zscan4, se emple6 un plasmido comercial (pCMV6-Zscan4dc,
Origene #M(C202042) (Figura 11) que expresa el ADNc de Zscan4c bajo el control del

promotor de citomegalovirus (CMV) (grupo inyectado Zscan4).

Como plasmido control de inyeccion para los tres experimentos (Zert, Terc y
Zscan4) se empled un plasmido comercial (pEGFP, Clontech) codificante para la
proteina verde fluorescente mejorada (eGFP) bajo el control del promotor de

citomegalovirus (grupo inyectado eGFP).

Para la inyeccion pronuclear todos los plasmidos fueron diluidos a una
concentracion final de 5 ng/ul en buffer de inyeccion TE (Tris-HC1 10 mM, EDTA 0,1
mM, pH 8).

Los embriones no inyectados fueron utilizados como control del cultivo in vitro

(grupo control).
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Figura 10. Representacion esquematica del plasmido empleado para sobreexpresar

de forma transitoria los componentes de la telomerasa Terty Terc.

Figura 11. Representacion esquematica del plasmido empleado para sobreexpresar

de forma transitoria Zscan4c.
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2.6. Recogida y preparacion de muestras de espermatozoides, ovocitos y embriones

para la determinacion de la LT (Experimentos 1, 2 y 3).

Experimento 1

El andlisis de la LT durante el desarrollo preimplantacional del embrion de raton
(Objetivo 1.2) se llevo a cabo en 20 muestras de cada estadio del desarrollo
preimplantacional (desde ovocito maduro hasta el estadio de blastocisto). Tanto los
ovocitos como los embriones fueron transferidos a una solucion acida Tyrode a 37°C
durante 30 segundos con el fin de eliminar la zona peltcida, eliminado con ello los
posibles espermatozoides adheridos e incrementando al mismo tiempo la eficiencia de
digestion de la muestra. Los ovocitos/embriones desprovistos de zona peltcida fueron
lavados 3 veces en PBS antes de ser almacenados en tubos Eppendorf de 0,2 ml a -20 °C
hasta su andlisis. Con el objetivo de mantener un contenido similar en ADN en las
diferentes muestras, se compensaron las diferencias en numero de células almacenando
distinto numero de embriones de cada estadio (cigotos:8; embrién de 2 células: 4;

embrion de 4 células: 2; embrion de 8 células: 1; morula: 1 y blastocisto: 1).

Previo andlisis de la LT por qPCR, las muestras se digirieron mediante la
incubacion durante una noche a 55°C con 8 pl de una solucion de proteinasa K en agua
(100 pg/ml), seguida de la inactivacion de la proteinasa K por incubacion a 95 °C

durante 10 minutos.

Experimento 2

El analisis de la LT (Objetivo 2.2) se llevd a cabo en 20 blastocistos individuales
por grupo experimental. La eliminacion de la zona pelicida, congelacion de la muestra y
la digestion previa a la qPCR se llevaron a cabo de la forma descrita en el Experimento

1.

Experimento 3

La LT relativa en el esperma se determin6 en muestras de 5 machos adultos Mus
spretus 'y 5 machos adultos Mus musculus (Objetivo 3.1). Los espermatozoides
procedentes de la cola del epididimo se recogieron en medio M2. Se determino la
concentraciéon espermatica y se congelaron 5x10° espermatozoides tras centrifugar las

muestras y eliminar el sobrenadante. El mismo procedimiento se siguié para la
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valoracion de la LT de espermatozoides de 6 machos Mus musculus jovenes (3 meses) y

6 machos Mus musculus viejos (1 afio) (Objetivo 3.4).

Para comparar la LT relativa entre espermatozoides y ovocitos Mus musculus
(Objetivo 3.3), se obtuvieron 3 grupos de 50 ovocitos de hembras superovuladas como
se ha descrito previamente. La LT de los ovocitos se compard con la LT de 3 grupos de
aproximadamente 200 espermatozoides. El ADN de los espermatozoides y ovocitos se
obtuvo tras la digestion de las muestras a 55 °C durante la noche en 30 puL de proteinasa
K (1,25 pg/ul) en buffer Tris NaCl EDTA (STE) y SuL de 0,1M dithiothreitol (DTT),
tras lo cual se extrajo el ADN con fenol/cloroformo seguido de precipitacion con

isopropanol.

Para comparar la LT absoluta en ovocitos, cigotos y embriones de dos células
(Objetivo 3.2) se recogieron ovocitos en estadio de MII del ampula del oviducto a las 18
h tras la inyeccion de hCG, tras lo cual se eliminaron las células del cimulo como ya se
ha descrito. Los cigotos se identificaron por la presencia de dos prontcleos visibles
(Figura 12) antes de la fase de replicacion del ADN (a las 8-10 h tras la FIV y 8 h tras la
activacion partenogenética), que ocurre entre las 11 y las 18 horas post-inseminacion en
el cruce C57CBAF1 x CFLP (Nagy et al. 2003). Los embriones de dos células se
recogieron en el momento de arresto embrionario, 24 horas post-FIV/activacion. En
todos los casos se elimin6 la zona pelicida como ya se ha descrito. Posteriormente, los
ovocitos y embriones se lavaron 3 veces en PBS, y se congelaron en grupos (dos
ovocitos o cigotos, o un embrién de dos células) por inmersion directa en nitrogeno
liquido en tubos de qPCR de 0,1 ml (Corbett Research, Sydney, Australia), tras lo cual
fueron almacenados a -20°C hasta su posterior analisis. La digestion previa a la qPCR se

llevo a cabo como en el Experimento 1.

El analisis de la LT relativa en blastocistos Mus musculus e hibridos Mus spretus
(Objetivo 3.1) se llevo a cabo en 20 blastocistos individuales por grupo. La eliminacion
de la zona pelucida, congelacion de la muestra y la digestion previa a la qPCR se llevo a
cabo como en el Experimento 1. Para el estudio de la longitud telomérica en embriones
procedentes de machos Mus musculus jovenes y viejos (Objetivo 3.4) se analizo la LT
absoluta en 40 embriones de 2 células de cada grupo experimental. Los embriones
fueron congelados individualmente tras eliminar la zona pelicida en tubos de qPCR de

0,1 ml siguiendo el mismo procedimiento descrito para el Objetivo 3.2.
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Figura 12. Ovocitos de ratén tras la fecundacion in vitro y activacion
partenogenética. (A) Ovocitos fecundados (10 horas post-FIV) tras eliminar las células

del camulo y espermatozoides adheridos. (B) Detalle del pronticleo masculino (PNCJ) y
femenino (PNC%) junto con los primer y segundo corpusculo polar (CP 1y CP 2). (C)

Ovocitos activados partenogenéticamente (8 horas post-activacion). (D) Detalle de
ambos prontcleos (PNC1 y PNC2) prodecentes del niicleo femenino y primer corptisculo

polar (CP 1).

2.7. Determinacion de la longitud telomérica relativa mediante PCR en tiempo real

(Experimentos 1,2 y 3)

El anélisis de la LT relativa en muestras de gametos, embriones y tejidos se llevo
a cabo mediante el método de PCR en tiempo real descrito previamente (Cawthon
2002), con ciertas modificaciones. El método se basa en la amplificacion del ADN
telomérico con oligonucle6tidos especialmente disefiados. Los valores de las
repeticiones teloméricas fueron normalizados frente a la cantidad de ADN presente en la
muestra (determinada por la cantidad del gen multicopia Rn/8S) mediante el método
comparativo del Ct. Para el andlisis de la LT en ovocitos y espermatozoides se utilizo el

gen multicopia Env4 en lugar de Rnl8S para normalizar frente a la cantidad de ADN,
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debido a que experimentos preliminares produjeron mejores eficiencias de amplificacion
para este gen a bajas concentraciones de ADN. La secuencia de los oligonucledtidos, el

tamafo del fragmento y los nimeros de acceso al GeneBank se muestran en la Tabla 1.

La qPCR se llevé a cabo anadiendo 2 pl de cada muestra por cada 20 ul de
mezcla de reaccion de PCR, conteniendo los oligonucledtidos especificos, utilizando el
termociclador Rotorgene 6000 Real Time Cycler (Corbett Research, Sydney, Australia).
El ciclo de PCR consistié en una primera incubacién de 3 minutos a 94 °C seguida de 40
ciclos de 94 °C 10 s, 60 °C 30 s y 72 °C 30 s. El andlisis de los datos se realizd6 mediante
el método del ciclo umbral comparativo (Schmittgen y Livak 2008). En este método la
fluorescencia es adquirida al final de cada ciclo para determinar el ciclo umbral (cycle
threshold, Ct), o ciclo por encima del cual la fluorescencia se eleva por encima de la
existente en el fondo de cada muestra, y capturandola en la fase logaritmica de la curva
de emision fluorescente. En esta zona una diferencia de un ciclo equivale al doble de
cantidad del producto amplificado obtenido en la PCR. En cada muestra, los valores de
las repeticiones teloméricas fueron normalizados frente a la cantidad de ADN presente
en la muestra (determinada por la cantidad del gen multicopia Rnl8S o Env4)
sustrayendo del Ct de las repeticiones teloméricas obtenido para cada una de las
muestras, el valor del Ct obtenido para el gen Rnl8S o Env4 (dCt). De la misma forma,
la longitud telomérica relativa de cada grupo experimental se determin6 utilizando el
dCt mas alto (o lo que es lo mismo, la longitud telomérica mas corta) como constante
arbitraria para ser sustraida del dCt del resto de las muestras (ddCt), aplicando
posteriormente ese valor a la formula 27", La concentracion de ADN de las muestras

se determind de manera que se ajustaran al rango dinamico de la qPCR.

80



Material y Métodos

Tabla 1. Secuencia de los cebadores empleados y tamafio de amplicon obtenido en

la qPCR utilizada para la determinacion de la longitud telomérica

Gen Secuencia del cebador (5°-3") Tamafio del N° acceso
fragmento  GeneBank.
(bp)

Telomero F:CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTG 79 NT_039202.

GGTTTGGGTT 7
R:GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTA

CCCTTACCCT

Rnl8s F:AGAAACGGCTACCACATCCAA 91 NR_003278.

1
R:CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTACCT

Env4 F:TGCTTGGGCTCAGCAACATGG 260 Y12713

R:GACAGAATGCCTCATCTATCGT

2.8. Determinacion de la longitud telomérica absoluta en ovocitos, cigotos y

embriones de dos células (Experimento 3)

Las diferencias en LT entre ovocitos, cigotos y embriones de 2 c€lulas (Objetivo
3.2) producidos por FIV con espermatozoides de machos Mus musculus o Mus spretus,
o bien por activacion partenogenética, se analizaron en aproximadamente 30-40
muestras por estadio mediante PCR cuantitativa absoluta (es decir, a través de la
comparacion directa de los valores del ciclo umbral, o Ct, de las repeticiones
telomericas). Del mismo modo, las diferencias en LT entre embriones de 2 células
procedentes de la FIV con machos Mus musculus jovenes vs. viejos (Objetivo 3.4) se
analizaron en 40 embriones por qPCR absoluta. El bajo contenido de ADN en estas
muestras impide el uso de la PCR cuantitativa relativa (o lo que es lo mismo, la
normalizacion de los datos frente a un control interno). El analisis absoluto requiere que
el material de partida contenga cantidades de ADN equivalentes, por lo que para
compensar las diferencias en ploidia entre los diferentes estadios analizados, los
ovocitos y cigotos fueron congelados en grupos de dos (4c, excluyendo los corpusculos

polares) y los embriones de 2 células almacenados individualmente. Con el objeto de
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comprobar que este procedimiento daba lugar a la recogida de una cantidad similar de
ADN entre las distintas muestras, se recogieron 20 muestras adicionales de ovocitos,
cigotos y embriones de 2 células de Mus musculus para cuantificar el ADN gendémico
por qPCR mediante amplificacion de la secuencia genomica Rn/8S. Todo el producto de
digestion (8 pl) se empled para amplificar la secuencia telomérica o Rn/8S bajo las
mismas condiciones de amplificacion descritas para la determinacion de la LT relativa.
El analisis de los datos se realizd6 mediante el método del ciclo umbral comparativo
(Schmittgen y Livak 2008) como ya se ha descrito. Para facilitar la comparacion entre
grupos, la longitud telomérica absoluta de cada grupo experimental se determind
utilizando el Ct mas alto (o lo que es lo mismo, la longitud telomérica mas corta) como
constante arbitraria para ser sustraida del Ct del resto de las muestras (dCt), aplicando

posteriormente ese valor a la formula 2ac

Previo al andlisis, se verifico la relacion lineal (Figura 13) entre el nimero de
células de una muestra dada y el valor medio del Ct obtenido por qPCR al amplificar las
repeticiones teloméricas en 30 muestras con un nimero conocido de blastomeras (10
muestras con una célula, 10 muestras con 2 células y 10 muestras con 3 células)

obtenidas de embriones de 2 células.
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0.00 T T |
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Figura 13. Valores medios del Ct de las repeticiones teloméricas + error

estandar tras normalizar frente al valor mas bajo.
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2.9. Analisis de la expresion relativa de Terc, Tert y Zscan4 en el embrion

preimplantacional (Experimento 2)

Como estudio preliminar (Objetivo 2.1), antes de evaluar el efecto de la
expresion exogena de Tert, Terc y Zscan4 sobre la LT del embrion de raton, se analizo
la expresion enddgena de estos genes durante el desarrollo preimplantacional en los
estadios de ovocito, embrion de 2 células, embrion de 4 células, morula o blastocisto.
Los embriones recogidos en estos estadios se congelaron en grupos de 10 por inmersion
directa en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta la extraccion del ARN. Los
procedimientos moleculares realizados para la cuantificacion de la abundancia relativa
del ARN mensajero (ARNm) se llevaron a cabo siguiendo protocolos previamente
descritos (Bermejo-Alvarez et al. 2010). El ARN poliadenilado se extrajo de 3
(Tert/Terc) y 4 (Zscan4) grupos de 10 ovocitos/embriones de cada estadio a analizar
mediante el kit de extraccion directa de ARNm Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit
(Dynal Biotech, Oslo, Noruega), siguiendo las instrucciones del fabricante con alguna
modificacion. Con objeto de compensar las posibles diferencias en el contenido de ARN
entre los diferentes estadios a analizar, se afadieron a cada tubo 10 ng del ARN
mensajero de la globina del conejo (Sigma R1253) junto con el buffer de lisis (Clemente
et al. 2009) con el fin de utilizarlo como un estdndar exdgeno. Inmediatamente tras la
extraccion del ARN se llevo a cabo la reaccion de la transcripcion inversa (TI) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Bioline, Ecogen, Madrid, Espafia)
utilizando cebadores poly(T), cebadores aleatorios (Biotools, Espafia) y la enzima
transcriptasa inversa MMLV (MMLV High Performance Reverse Transcriptase,
Epicentre Biotechnologies) en un volumen total de 40 ul para producir el ADN
complementario (ADNc). En un primer paso los tubos de cada muestra se calentaron a
70°C durante 5 minutos con objeto de desnaturalizar la estructura secundaria del ARN y
permitir la union de los cebadores. Tras esta incubacion, la mezcla de la reaccion de la
TI se completd con 100 U.I de transcriptasa inversa MMLV. Tras 10 minutos a 25°C la
mezcla se sometid a una incubacion de 42°C durante 60 minutos para permitir la
transcripcion inversa del ARNm, seguido de una incubacion de 10 minutos a 70°C para

desnaturalizar la enzima.

El efecto de la sobreexpresion temporal de Terc, Terc y Zscan4 sobre la LT del
blastocisto de raton se evalud en tres experimentos independientes mediante la inyeccion

de uno de los plasmidos previamente descritos (Objetivo 2.2). Para ello, se confirmo
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previamente la sobreexpresion de los genes en el estadio de blastocisto. En el caso de
Zscan4, debido a que en condiciones fisiologicas ejerceria su posible papel en la
elongacion telomérica en torno al estadio de dos células (Falco et al. 2007), la
abundancia del ARNm de Zscan4 también se analizd en embriones de 2 y 4 células y
morulas. Los embriones inyectados y no inyectados fueron cultivados in vitro durante
uno (2 células), dos (4 cé€lulas), tres (moérulas) o cuatro (blastocistos) dias. La extraccion
del ARN poliadenilado y la transcripcion inversa se realizaron como se ha descrito
anteriormente utilizando tres grupos de 10 embriones por grupo experimental. Los
niveles de ARNm de Tert y Terc, analizados en blastocistos, se relativizaron con
respecto a los de la histona H2a.z (H2afz), utilizada como control enddgeno (o
housekeeping). Los niveles de ARNm de Zscan4 se relativizaron al control exdgeno

globina, debido a que se comparaban distintos estadios.

La cuantificacion relativa del ARN mensajero se llevd a cabo mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, qPCR (quantitative polymerase
chain reaction). Los experimentos se realizaron con el objeto de contrastar los niveles de
cada transcrito a analizar (Terc, Tert y Zscan4) y los niveles del ARN de la globina del
conejo o del gen H2afz en cada muestra. Para la reaccion de la polimerasa, se afiadieron
2 ul de ADNc de cada muestra a la mezcla de qPCR (Quantimix Easy Sig Kit, Biotools),
la cual contenia la pareja de oligonucleodtidos especifica para la amplificacion de cada
transcrito. Para cada gen se realizaron dos repeticiones. La secuencia de los cebadores y
el tamano aproximado de los amplicones generados se muestran en la Tabla 2. Las
condiciones de la qPCR fueron optimizadas para conseguir una eficiencia proxima a 1
para cada gen. La cuantificacion de los niveles de expresion relativa de cada gen objeto
de estudio se llevo a cabo mediante el método del ciclo umbral comparativo ya descrito,
normalizando frente al control exogeno, la globina, o al control endogeno, la histona
H2afz. El valor del dCt se determind sustrayendo el valor del Ct de la globina o H2afz de
cada muestra del valor del Ct obtenido para cada gen en la misma muestra. El valor de la
muestra con el menor valor de expresion (es decir, con el valor del dCt mas alto) fue
utilizado como constante arbitraria que se rest6 a todos del dCt de las restantes muestras.

2—ddCt

A este valor (ddCt) se le aplico la formula para determinar la magnitud del cambio

en la expresion génica relativa (o fold change).
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucledtidos y tamafio de amplicon de la qPCR

utilizada para el analisis de la abundancia del ARNm de Terc, Terty Zscan4.

Gen Secuencia de cebadores (5'-3") Tamafo N°de acceso
de GeneBank.
fragmento
(pb)

Tert F:GGATTGCCACTGGCTCCG 279 NM_009354.1
R:TGCCTGACCTCCTCTTGTGAC

Terc F:AACAAACGTCAGCGCAGGAGC 207 NR _001579.1
R:GGGACCAGTTCCATTCCTGTCC

Zscan4 F:CGCCGCACCCATGAGATCATAC 160 NM_001013765.2
R:ATTGGCGAAAGCGACGGCTAC

a-to-0 F:GCAGCCACGTGTCGAGTAT 257 X04751

Globin R:GTGGGACAGGACTTGAAAT

H2afz F:AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG 209 NM _016750.2

R:CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG

2.10. Analisis estadistico (Experimentos 1,2 y 3)

En el estudio de la dindmica telomérica durante el envejecimiento, la asociacion

entre las variables individuales de los animales muestreados (edad, especie y sexo,

excepto en el caso de ovario y testiculo) y todas las posibles interacciones y la longitud

de sus teldémeros fue analizada mediante un ANOVA de tres vias (dos vias en el caso de

ovario y testiculo) una vez comprobados los supuestos del analisis (independencia de las

observaciones, homocedasticidad y normalidad de la variable dependiente para los

distintos valores de las covariables) utilizando el programa SPSS V.22. El resto de datos

de longitud telomérica y expresion génica se analizaron mediante el analisis de la
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varianza de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Holm-Sidak

utilizando el paquete estadistico SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA).
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RESULTADOS

1. Experimento 1

1.1. Dinamica de la longitud telomérica durante el envejecimiento

El analisis de los datos procedentes de los tejidos corazon y riiidn reveld una
asociacion significativa entre la longitud telomérica y las variables independientes
especie (p<0,001) y edad (p=0,002 en el caso del corazon y p=0,001 en el caso del
riion). Los individuos jovenes presentaron valores mas elevados de longitud
telomérica que los estimados en las muestras de ratones pertenecientes a las clases
adulta y vieja. De igual forma, la especie resultd un factor determinante en la longitud
telomérica detectada mediante la técnica de PCR, ya que las muestras de individuos de
la especie Mus musculus presentaban valores significativamente mas elevados que los
hibridos de Mus spretus (Figura 14). Por otra parte, nuestro analisis no revelo
diferencias significativas en la longitud telomérica en funcion del sexo, ya que las
muestras de machos y las de hembras presentaban valores comparables de longitud
telomérica, y no se pudo detectar una asociacion significativa entre el sexo y ésta
(p=0,19 en el corazon y p=0,73 para el rifion). Tampoco las interacciones de segundo o

tercer orden resultaron significativas.

En el caso del cerebro las asociaciones detectadas entre las covariables y la
longitud telomérica fueron mas complejas, ya que el ANOVA de tres vias revelo la
existencia de una asociacion significativa entre la edad (p=0,007), la especie (p<0,001)
y la interaccion entre ambos factores (p=0,01) y la longitud telomérica obtenida en las
muestras de cerebro (Figura 14). Asi, se observo una diferencia estadisticamente
significativa entre los valores obtenidos en los individuos de la especie Mus musculus'y
los hibridos en animales pertenecientes a edades jovenes (p<0,001) y adultos
(p<0,001), siendo estos valores superiores en la especie Mus musculus. Sin embargo,
ese efecto de la especie analizada no alcanzo la significacion en el caso de los viejos, si
bien el resultado obtenido esta proximo al umbral de significacion (p=0,063).
Igualmente, la asociacion entre la edad del individuo estudiado y la longitud telomérica
observada solo alcanz6 la significacion estadistica en el caso de los individuos de la
especie Mus musculus (p<0,001), observandose valores superiores en el caso de los

animales jovenes y adultos respecto a los viejos. Por el contrario, no se observaron
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diferencias significativas en funcion de la edad en los hibridos de Mus spretus
(p=0,25).
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Figura 14. Dinamica de la longitud telomérica durante el envejecimiento en tejidos de la
especie Mus musculus y la F1 del hibrido Mus musculus x Mus spretus. La longitud
telomérica relativa se muestra como la media £ e.s.m en funcién de la edad, especie y sexo de
los individuos muestreados (n=5/grupo). Letras distintas indican diferencias significativas en la
longitud telomérica en funcién de la edad. Numeros distintos indican diferencias significativas

en funcion de la especie (p<0.05).
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Los resultados obtenidos en el andlisis de los tejidos reproductivos fueron
equivalentes en el caso del ovario y del testiculo. Asi, los valores de longitud
telomérica se asociaron de manera significativa con la especie del individuo
muestreado, presentando los individuos Mus musculus valores significativamente
mayores que los hibridos de Mus spretus (p=0,013 y p=0,002 en el caso de ovario y
testiculo respectivamente). En este caso la edad no ejerci6 un efecto significativo sobre
la longitud telomérica obtenida en los individuos jovenes, adultos o viejos (p=0,18 en
ovario y p=0,22 en testiculo) ni tampoco se detectd una interaccion significativa entre

la edad y la especie (p=0,80 y p=0,96 para ovario y testiculo respectivamente).

1.2. Dinamica de la longitud telomérica durante el desarrollo preimplantacional

del embrion de raton

La longitud telomérica de la especie Mus musculus incrementd desde el estadio
de ovocito maduro (1,00+0,07) hasta el embrion de 2 células (2,08+0,11), coincidente
con la activacion del genoma embrionario (AGE) (Figura 15). Durante las divisiones
posteriores, la LT disminuyd progresivamente hasta el estadio de moérula (1,01+0,13), a
partir del cual se observd un marcado incremento en la LT (2,60+0,17), dando lugar a
una longitud telomérica en el blastocisto significativamente mayor (p<0,01) que la

observada en los estadios previos.
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Figura 15. Longitud telomérica relativa en la especie Mus musculus durante el
desarrollo preimplantacional. OM: ovocito maduro; 1c: embrion de 1 célula; 2¢: embrion
de 2 células; 4¢: embrion de 4 células; 8c: embridon de 8 células; MC: moérula compacta; BL:
blastocisto. La figura muestra dos momentos de elongacion telomérica, uno coincidente con
la activacion del genoma del raton, y el segundo coincidente con la activacion de la

telomerasa. a, b y ¢ son diferentes con un nivel de significacion de p<0,05.
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2. Experimento 2

2.1. Analisis de los perfiles de expresion génica de Tert, Terc y Zscan4 en el ratéon

durante el desarrollo preimplantacional.

En el presente experimento se han caracterizado los perfiles de expresion
génica de ambos componentes de la enzima telomerasa: la subunidad catalitica (TERT)
y el componente ARN de la telomerasa (TERC), durante el desarrollo

preimplantacional en el raton doméstico (Mus musculus).

La abundancia relativa de Terc incrementd progresivamente a lo largo del
desarrollo embrionario con una marcada (p<0.01) regulacion al alza en el estadio de
morula (21.74+0.21) y el estadio de blastocisto (31.89+0.17) (Figura 16A). Por otra
parte, la abundancia relativa de Tert fue significativamente (p<0.01) mayor en el
ovocito maduro y el cigoto (6.95+0.15 y 7.17+0.12, respectivamente) comparado con
los estadios posteriores; sin embargo, se observo un incremento gradual en el nivel del

transcrito desde el embrion de dos células hasta el estadio de blastocisto (Figura 16B).

Es sabido que la enzima telomerasa no es responsable de la elongacion
telomérica observada en el estadio temprano del raton preimplantacional, pues su
activacion no se da hasta el estadio de moérula (Betts y King 1999; Eisenhauer et al.
1997; Wright et al. 2001; Wright et al. 1996; Xu y Yang 2000). Por este motivo hemos
examinado la expresion durante el desarrollo preimplantacional de Zscan4, un gen que
ha sido implicado en el mantenimiento de la longitud telomérica y estabilidad
genodmica a largo plazo de las células madre embrionarias de raton (Zalzman ef al.
2010). El perfil de expresion de Zscan4 mostrod un pico de expresion en el embrion de
2 células que coincide con el ya descrito previamente en esta especie (Falco et al.
2007). La Figura 17 muestra la abundancia relativa del ARNm de Zscan4 en el
embrion de raton desde el estadio de ovocito al estadio de blastocisto. Su expresion fue
marcadamente regulada al alza en el estadio de 2 células, coincidente con la activacion
del genoma embrionario, mientras que se mostrd6 muy baja o practicamente

indetectable en los restantes estadios.
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Figura 16. Abundancia relativa del ARNm de los componentes de la telomerasa
Terc (A) y Tert (B) durante el desarrollo preimplantacional del ratén. Distintas

letras indican diferencias estadisticamente significativas (ANOVA p<0.05).
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Figura 17. Abundancia relativa del ARNm de Zscan4 durante el desarrollo
preimplantacional del ratén. Distintas letras indican diferencias estadisticamente

significativas (ANOVA p<0.01).
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2.2. Efecto de la sobreexpresion de Terty Terc sobre la LT relativa del blastocisto.

Como primer paso para la evaluacion de la expresion exdgena de Tert y Terc
sobre la elongacion telomérica embrionaria, se comprobd que la microinyeccion de
plasmidos en cigotos aumentaba la abundancia relativa del gen expresado por el
plasmido. La Figura 18A muestra que la inyeccion en el prontcleo del cigoto de ratén
de un plasmido que expresa Tert da lugar a un incremento en la abundancia relativa del
ARNm en el estadio de blastocisto de hasta treinta veces mayor en el grupo inyectado
Tert (34.05+12) que en los grupos controles inyectado eGFP (3.16£5.6) y no inyectado
(1+0.06). Las diferencias entre los grupos controles no fueron significativas, sugiriendo
que la técnica de microinyeccion per se, no ejerce un efecto en la expresion de la
telomerasa (p>0.05). El posterior analisis de la LT en blastocistos expandidos revelo
que esta sobreexpresion no dio lugar a un aumento de la LT en el grupo que
sobreexpresO Tert (1.01£0.3) comparado con los grupos controles inyectado (1.11+0.4)

y no inyectado (140.3) (Figura 18B).

El siguiente paso fue testar si la sobreexpresion del componente ARN de la
telomerasa da lugar a diferencias en la longitud de los telomeros en el estadio de
blastocisto. El mismo vector plasmidico fue utilizado para inducir la expresion
exdgena de m7erc. El andlisis de la abundancia del ARNm mostr6 que la expresion de
Terc fue regulada al alza en el grupo inyectado Terc (1.5£0.11) comparado con los
grupos inyectado eGFP (1.06+0.13) y control no inyectado (1 0.04) (Figura 18C),
aunque estas diferencias fueron menores que las encontradas en el caso de la inyeccion
de Tert. Los resultados del analisis de la LTR se muestran en la Figura 18D. Los
embriones del grupo inyectado Terc mostraron una LTR similar a la observada en los
grupos controles [grupo inyectado eGFP (1.21+£0.08) y grupo no inyectado (1.16
+0.08)].
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Figura 18. Efecto de la sobreexpresion de la telomerasa sobre la LT del blastocisto de
raton. Abundancia relativa del ARNm de Tert (A) y Terc (C) en el estadio de blastocisto en
los grupos no inyectado (grupo control), control inyectado (inyectado eGFP) y grupo inyectado
con Tert (inyectado Tert). (B) Longitud telomérica relativa (LTR) en el estadio de blastocisto
en los grupos control no inyectado, inyectado eGFP e inyectado con Tert. (D) Longitud
telomérica relativa (LTR) en el estadio de blastocisto en los grupos control, inyectado con
eGFP e inyectado Terc. Distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas

(ANOVA p<0.05).
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2.3. Efecto de la sobreexpresion de Zscan4 durante el desarrollo

preimplantacional sobre la LT relativa del blastocisto

De forma similar a los experimentos anteriores, la eficiente sobreexpresion de
Zscan4 en el grupo inyectado se evalué mediante analisis de la abundancia relativa del
ARNm, en este caso en diversos estadios, desde la activacion del genoma embrionario
del raton, coincidiendo con el pico de expresion endogena, hasta el estadio de

blastocisto.

La Figura 19A muestra la abundancia relativa del ARNm en el grupo
inyectado Zscan4, el grupo inyectado eGFP y el grupo control no inyectado desde el
estadio de dos células hasta el estadio de blastocisto. Aunque el grupo inyectado con
Zscan4 mostrd valores superiores en los niveles de ARNm en el estadio de 2 células,
esta diferencia no fue significativa. En el estadio de 4 células y moérula encontramos
una abundancia relativa del ARNm de Zscan4 significativamente mayor (p<0.001) en
el grupo inyectado Zscan4 comparado con los grupos controles. Sin embargo, estas
diferencias no se observaron en el estadio de blastocisto, estadio en el que la expresion
de Zscan4 fue practicamente indetectable. El nivel maximo de expresion del plasmido,
encontrado en el estadio de 4 células (80.54+ 19.88) (aproximadamente a las 48 horas
tras la inyeccion), fue significativamente mayor que el valor observado en el estadio de
morula (22.5943.66), cuando se espera que la expresion temporal del plasmido
disminuya debido al efecto de la dilucién mediado por las divisiones celulares. En el
estadio de blastocisto, no se observaron diferencias en la LTR entre los grupos

inyectados control e inyectado con Zscan4 (Figura 19B).

96



Resultados

A 2500 1 a
E a
Z a E Control
Qé 1500 - [ Inyectado eGFP
= B Inyectado Zscan4
=
2 s500—
~— —
3 c
£ 100 1
<
% 75 -
b
E 50 A b
= 2 b
= 25 1
< d d d d d
0 . e T
2C 4C MC BL
B 1.6 1
1.4 -
1.2 T
s
= 0.8 1
0.6 1
0.4 1
0.2 1
0
Inyectado Inyectado
eGFP Zscan4

Figura 19. Efecto de la sobreexpresion de Zscan4 sobre la LT del blastocisto de raton. (A)
Abundancia relativa del ARNm de Zscan4 en los estadios de 2 células (2C), 4 células (4C),
morula (MC) y blastocisto (BL). (B) Longitud telomérica relativa (LTR) en el estadio de
blastocisto en los grupos inyectado con eGFP e inyectado con Zscan4. Distintas letras indican

diferencias estadisticamente significativas (ANOVA p<0.01).
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3. Experimento 3

3.1. Longitud telomérica relativa en espermatozoides, descendencia y embriones

Mus musculus 'y Mus spretus

Con el fin de utilizar un modelo biolégico que presente diferencias
sustanciales en la LT de los espermatozoides, los ovocitos de hembras Mus musculus
fueron fecundados con espermatozoides de dos especies de raton que presentan un
marcado dimorfismo en su LT (Mus musculus y Mus spretus). Como paso previo
determinamos si las bien conocidas diferencias en LTs observadas en las células
somaticas entre ambas especies (Kipling y Cooke, 1990; Starling ef al. 1990) también
se presentan en espermatozoides. La LT del espermatozoide fue significativamente
mayor en machos Mus musculus que en machos Mus spretus (Figura 20A). El cruce
natural entre machos Mus spretus y hembras Mus musculus dio lugar a una
descendencia con una LT del tejido renal mas corta comparada con la LT de la
descendencia Mus musculus pura de la misma edad, y significativamente mayor que en
el caso de Mus spretus (Figura 20B). Estas diferencias ya se habian establecido en el
estadio de blastocisto (Figura 20C), estadio en el que se cree que la LT es establecida

por la expresion de la enzima telomerasa (Schaetzlein ef al. 2004).
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Figura 20. Longitud Telomérica en espermatozoides, descendencia y embriones Mus
musculus y Mus spretus. (A) Longitud telomérica relativa en espermatozoides; (B) Longitud
telomérica relativa en la descendencia; (C) Longitud telomérica relativa en blastocistos. Letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas basadas en ANOVA (P<0.05).
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3.2.Efecto de la longitud telomérica del espermatozoide en la LT de cigotos y

embriones de 2 células.

Posteriormente determinamos si las diferencias en LT embrionaria observadas
tenian lugar mediante un mecanismo independiente de la telomerasa relacionado con la
LT de los espermatozoides. Para ello analizamos la LT antes de la activacion del
genoma embrionario, es decir, antes de la expresion de la telomerasa, en embriones
producidos por FIV con espermatozoides con telomeros largos (Mus musculus) y con
espermatozoides con telomeros cortos (Mus spretus), o bien sin espermatozoides,
mediante activacion partenogenética (embriones diploides cuyo genoma es de origen
exclusivamente materno, es decir ovocitario). Debido a que el andlisis de la longitud
telomérica absoluta requiere cantidades de ADN gendémico similares entre los distintos
tipos de muestras (ovocitos, cigotos y embriones de dos células), realizamos un
experimento preliminar de cuantificacion de ADN gendmico mediante qPCR de la
secuencia genomica Rnl8S. Los valores normalizados de Ct de Rn/8S fueron similares
entre los disitintos tipos de muestras (Figura 21A), permitendo, por tanto, el analisis de
la longitud telomérica absoluta. La LT increment6 significativamente desde el estadio
de ovocito hasta el estadio de cigoto en embriones fecundados con espermatozoides
con telomeros largos (Mus musculus). Sin embargo, este incremento no se observo en
los embriones Mus musculus partenogenéticos (producidos sin espermatozoides) o en
los embriones producidos por FIV con espermatozoides con teldmeros cortos (Mus
spretus) (Figura 21B). Estos datos sugieren que los telomeros de los espermatozoides
de machos Mus musculus son mayores que los presentes en los cromosomas del
ovocito. Para confirmar esta hipotesis, comparamos la LT relativa ente
espermatozoides y ovocitos Mus musculus, siendo significativamente mayor en el
espermatozoide que en el ovocito (Figura 21C). En el estadio de 2 células se observo
un incremento posterior en la LT en los embriones fecundados Mus musculus. Por el
contrario, los embriones fecundados hibridos mantuvieron la longitud telomérica del
ovocito, mientras que el embrion partenogenético increment6 su longitud telomérica,

aunque en menor medida que sus homologos fecundados (Figura 21B).
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Figura 21. (A) Cuantificacién absoluta de ADN gendémico en muestras de 2 ovocitos, 2
cigotos o 1 embrion de 2 células de Mus musculus; (B) Longitud telomérica absoluta en
embriones obtenidos por fecundacion in vitro con espermatozoides con teldmeros largos (Mus
musculus) o cortos (Mus spretus), o por activacion partenogenética; (C) Longitud telomérica
relativa en ovocitos y espermatozoides Mus musculus. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas basadas en ANOVA (P<0.05).
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3.3. Longitud telomérica en espermatozoides, descendencia y embriones

procedentes de padres Mus musculus jovenes y viejos

Finalmente, buscamos determinar si las pequeias diferencias en LT que se
dan entre ratones Mus musculus de diferentes edades juegan un papel en la LT de la
descendencia. El analisis de la LT del espermatozoide de raton obtenido de machos
Mus musculus de diferentes edades reveld que, contrariamente a lo observado en
humanos, la LT del espermatozoide se acorta con la edad (Figura 22A), siguiendo la
misma tendencia que las células somaticas. Este resultado nos hizo cuestionarnos si
estas diferencias que se dan en el espermatozoide dan lugar a diferencias en la LT de
los embriones y la descendencia. La LT fue significativamente mayor en embriones de
2 células procedentes de padres jovenes comparados con los embriones procedentes de
padres viejos (Figura 22B). En coherencia con este resultado, la LT fue
significativamente mayor en los recién nacidos de padres jovenes en relacion a los

nacidos de padres viejos (Figura 22C).
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Figura 22. Longitud telomérica en espermatozoides, descendencia y embriones
procedentes de padres Mus musculus jovenes y viejos. (A) Longitud telomérica relativa
en espermatozoides; (B) Longitud telomérica absoluta en embriones de 2 células; (C)
Longitud telomérica relativa en la descendencia. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas basadas en ANOVA (P<0.05).
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DISCUSION

Estudio de la LT durante el envejecimiento y el desarrollo preimplantacional del

raton

Con el fin de validar una técnica basada en la PCR para el anélisis de la
longitud telomérica en tejidos y embriones, en el primer experimento estudiamos la
regulacion de la longitud telomérica durante el envejecimiento en dos especies de
raton conocidas por diferir en sus longitudes teloméricas: el raton de laboratorio Mus
musculus, y la especie salvaje Mus spretus (Hemann y Greider, 2000). Durante el
desarrollo de la F1 del cruce de ambas especies se produce un sustancial incremento
de la LT de la especie con LT mas corta (Mus spretus), presentando ésta una longitud
intermedia entre ambas especies, resultado de la elongacion telomérica durante algin
momento del desarrollo normal embrionario, fetal y/o postnatal de las células
somaticas (Zhu et al. 1998). En este sentido, los resultados obtenidos estan de acuerdo
con las diferencias previamente observadas, validando con ello la metodologia

empleada.

Por otra parte, se conoce que la longitud telomérica disminuye durante el
envejecimiento en ratones y humanos. Sin embargo, también se ha documentado que
la disminucion es especifica del tejido y del tipo celular, siendo mas marcada o mas
consistente en unos tejidos comparados con otros (Cherif et al. 2003; Coviello-
McLaughlin y Prowse 1997; Hastings et al. 2004). En este experimento hemos
observado que el corazén y el rifidn son los o6rganos mas fiables para determinar la
edad mediante la longitud telomérica de los 5 o6rganos analizados en ambos cruces.
Una posible explicacion a este hecho puede ser que ambos 6rganos estdn formados
por una poblacion celular més homogénea (y por tanto mas estable en su longitud
telomérica) que las gonadas o el cerebro. En esta linea, el corazon ha sido propuesto
como el o6rgano en el que mas rdpidamente y de forma mas consistente disminuyen
los telomeros con la edad en roedores (Hastings et al. 2004). También, de acuerdo con
nuestros resultados, otro estudio en ratas observo una buena correlacion entre la LT
de biopsias de rindén y la edad en ratas, que no se observo en biopsias de cerebro

(Cherif et al. 2003).
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Las goénadas estdn compuestas por multitud de tipos celulares, incluyendo
c¢lulas somaticas y germinales en distintos estados de diferenciacion. El andlisis de la
longitud de los TRF en testiculo de la especie Mus spretus de diferentes edades revelo
una disminucién no significativa de la longitud a una tasa de 37 pb/mes (Coviello-
McLaughlin y Prowse 1997), similar a lo observado en este estudio. Es sabido,
ademas, que durante el proceso de la espermatogénesis ocurren cambios dinamicos en
la longitud telomérica (Achi 2000; Tanemura et al. 2005). La proporcion de estos
tipos celulares en el total de la masa gonadal varia con la edad y puede enmascarar la
posible variacion de la LT en los gametos asociada a la edad. El cerebro es
probablemente el érgano mas complejo en cuanto a tipos celulares, algunos de los
cuales son capaces de expresar telomerasa (Mattson y Klapper 2001) y, por ello,
tampoco se puede excluir una variaciéon de la longitud telomérica debida a los
cambios en la proporcion de tipos celulares que tienen lugar a lo largo del desarrollo
(Dennis y Thompson 2013). En este caso, observamos un cambio brusco en la
longitud telomérica entre la edad adulta y la senescencia en la especie Mus musculus,
en claro contraste con la ausencia de diferencias marcadas entre estas dos etapas
vitales en los otros organos estudiados. El metabolismo aerébico de las células
eucariotas produce radicales libres de oxigeno y otras especies reactivas de oxigeno
(ROS). El balance inadecuado ente la produccion de ROS y el nivel de antioxidantes
conduce a dafio celular causado por el estrés oxidativo, consecuencia directa de la
acumulacion excesiva de ROS (Gandhi y Abramov 2012). Durante el envejecimiento
normal, los niveles de estrés oxidativo aumentan. Asi, la senescencia en general a
menudo se asocia a una desregulacion del balance redox que impacta directamente en
la acumulacion de ROS y los niveles de estrés oxidativo (Campos et al. 2014). El
cerebro, por motivos anatomicos y metabolicos, es considerado anormalmente
sensible al estrés oxidativo (Uttara et al. 2009) y la acumulacion con la edad de
radicales libres de oxigeno y otras especies reactivas, que son causa de erosion de los
telomeros, resulta potencialmente toxico para las neuronas. En este sentido, el
desequilibrio entre la homeostasis pro-oxidante y antioxidante y la consecuente
generacion excesiva de ROS se ha asociado a desordenes como la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, el envejecimiento, y muchos otros
desordenes neuronales (Uttara et al. 2009). Esta disminucion brusca de la LT del
cerebro ligada a la senescencia observada en nuestro estudio puede estar relacionada

con la aparicion de alteraciones neurologicas como las enfermedades de Alzheimer y
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Parkinson (Eitan 2014), aunque la asociacidon entre la longitud telomérica y estas
patologias humanas y la posible extrapolacion en ratones es controvertida. En el caso
de la patologia de Parkinson la asociacion no se ha podido demostrar en ratones, ya
que el acortamiento telomérico en las células de la sustancia negra en el raton
deficiente a la telomerasa no aumenta la susceptibilidad a la pérdida de dopamina
tipica de la patologia (Oeckl 2014). En el caso del Alzheimer, el modelo de raton
deficiente a telomerasa no so6lo no aumenta la incidencia de la enfermedad, sino que

ralentiza la formacion de la placa amiloide (Rolyan et al. 2011).

Los resultados obtenidos en embriones preimplantacionales coinciden con los
obtenidos por otros autores en diversas especies. En ratones, bovinos (Liu ef al. 2007;
Schaetzlein ef al. 2004) y humanos (Turner 2010; Wright et al. 2001) se ha observado
un aumento de la LT en la transicién de morula a blastocisto, que coincide con la
expresion de los componentes de la telomerasa (Schaetzlein ef al. 2004). Estudios
iniciales en bovinos (Betts y King 1999) y humanos (Wright ef al. 2001) sugirieron
que la telomerasa estaba presente durante todo el desarrollo preimplantacional, pero
estudios mas recientes basados en metodologias mas avanzadas y el empleo de
modelos KO han determinado que la actividad telomerasa s6lo ejerce su accion a
partir del estadio de morula (Liu ef al. 2007; Schaetzlein et al. 2004). Pese a no existir
telomerasa en ese periodo, hemos observado un aumento de la LT durante la primera
division celular. Este aumento ya ha sido descrito en ratones (Liu ef al. 2007) y parece
deberse a un mecanismo alternativo basado en la recombinacion de cromatidas

hermanas (Kass-Eisler y Greider 2000).

Mecanismos de elongacion telomérica durante el desarrollo preimplantacional

Durante el desarrollo preimplantacional la actividad de la telomerasa es baja, o
practicamente ausente, en los ovocitos maduros y embriones tempranos hasta la fase
de morula (Betts y King 1999; Eisenhauer et al. 1997; Wright et al. 2001; Xuy Yang
2000), en la que un incremento en su actividad es responsable de la elongacion de los
telomeros en el blastocisto. Los perfiles de expresion de Terc y Tert observados en el
analisis del segundo experimento son compatibles con la presencia de actividad
telomerasa en la transicion morula-blastocisto y con la elongacion telomérica
observada en esta fase en el experimento 1, y que ha sido descrita previamente en

raton y bovino (Schaetzlein ef al. 2004), y en humanos (Turner ef al. 2010). Esta
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elongacion es dependiente de la telomerasa, pues el raton deficiente en telomerasa no
elonga sus telomeros en el blastocisto (Schaetzlein er al. 2004; Schaetzlein y Rudolph

2005).

En la especie bovina y en la rata la actividad telomerasa esta presente en el
ovocito en desarrollo pero disminuye durante el proceso de maduracion (Betts y King
1999; Eisenhauer et al. 1997). Debido a la ausencia de actividad telomerasa en
ovocitos maduros, la abundancia del ARNm de 7ert observada en los ovocitos y
cigotos de raton de nuestro andlisis, antes del inicio de la transcripcion del genoma
embrionario, resulta sorprendente. El ovocito en proceso de maduracion, a partir del
estadio de vesicula germinal (VG), es transcripcionalmente inactivo (De La Fuente et
al. 2004) y regula su maquinaria celular mediante la degradacion y proteccion
(fundamentalmente poliadenilacion) selectiva de transcritos y mecanismos
postranscripcionales (Paynton y Bachvarova 1994). Se conoce que el ARNm de Tert
esta presente en el ovocito desde el estadio de foliculo primordial hasta el de foliculo
de Graff (https://www.nextbio.com/b/search/ba/TERT), por lo que nuestro resultado
podria deberse a la persistencia de un remanente del transcrito expresado en estadios
previos. De acuerdo con nuestro resultado, se ha detectado la presencia del transcrito
de Tert en ovocitos de raton en MII (Yamada-Fukunaga et al. 2013). El significado
bioldgico de la presencia del ARNm de Tert en este estadio es incierto, puesto que en
ausencia de Terc no puede formar una telomerasa activa (Bryan et al. 2003; Weinrich
et al. 1997). De acuerdo con un posible papel de TERT en funciones distintas de la
elongacion telomérica, el estudio previamente citado describid una localizacion
citoplasmatica de la proteina, contraria a su tipica localizacion nuclear y obviamente
incompatible con su funcién en la elongacion de los teldmeros cromosOdmicos
(Yamada-Fukunaga ef al. 2013). Tras el estadio de cigoto la abundancia del transcrito
de Tert disminuy6 drasticamente debido, probablemente, a la degradacion del mismo.
La degradacion de transcritos maternos continua tras la fecundacion del ovocito, de
manera que en la mitad del estadio de dos células mas del 90% del ARNm materno ha
sido degradado, y algunos de ellos han sido degradados rapidamente en pocas horas

tras la fecundacion (Alizadeh ez al. 2005).

La sobreexpresion transitoria de la telomerasa durante el desarrollo
preimplantacional podria tener un efecto en la LT del embrion al nacimiento que

podria reflejarse en el desarrollo posterior del neonato y durante su envejecimiento.
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Sin embargo, debido a que el acortamiento telomérico actia como una barrera frente a
la proliferacion incontrolada de las células tumorales, la expresion constitutiva del
componente transcriptasa inverso (TERT) ha demostrado tener un impacto negativo
en el raton durante su envejecimiento, evidenciado por el incremento en la incidencia
de tumores espontaneos (Artandi et al. 2002; Canela et al. 2004; Gonzalez-Suarez et
al. 2001). Cuando la sobreexpresion de TERT tiene lugar en el contexto del raton
transgénico resistente al cancer, la actividad telomerasa demostrd tener un efecto
antienvejecimiento (Tomas-Loba ef al. 2008). Por ello, en este trabajo hemos
utilizado como vector de expresion un pldsmido circular no integrativo, que tras
diluirse como consecuencia de las divisiones celulares permitiria estudiar las
implicaciones de aumentar la LT en el estadio de blastocisto en la vida posterior del
neonato, sin las consecuencias negativas de la sobreexpresion indefinida en la
carcinogénesis. La microinyeccion de plasmidos en el estadio de cigoto resultd en una
eficiente expresion exogena que aumentd significativamente la abundancia de
transcritos de Tert y Terc. Sin embargo, pese a usar el mismo vector base, la
sobreexpresion de Tert fue mayor, posiblemente debido a la menor cantidad de
ARNm endogeno de este transcrito en comparacion con 7erc. En contraste con
estudios previos en la especie bovina (Garrels et al. 2012; Igbal et al. 2011), la
sobreexpresion de los componentes de la telomerasa no resulté en un aumento de la
LT del blastocisto de raton. La diferencia se puede deber a que en bovino los
telomeros son significativamente mas cortos que los presentes en el raton, por tanto
mas susceptibles de ser elongados. La compleja regulacion de la actividad telomerasa
y de la dinamica de la longitud telomérica en la ontogénesis del individuo podria
impedir una excesiva elongacion telomérica en una especie con telomeros

excepcionalmente largos.

Zscan4 se expresa exclusivamente en el embrion de 2 células y en las células
madre embrionarias de raton, siendo esencial para el desarrollo preimplantacional
(Falco et al. 2007). En ESCs, Zscan4 se ha relacionado con el mantenimiento de la
LT. La proteina ZSCAN4 colocaliza con los telomeros y se ha sugerido que puede
actuar facilitando la recombinacion telomérica induciendo mediadores de
recombinacion homologa especificos de la meiosis (Zalzman ef al. 2010). En ESC,
Zscan4 muestra un patréon de expresion heterogéneo, siendo expresado en

aproximadamente el 5% de células en un momento dado marcando con ello un estado
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transitorio de las ESCs (Zalzman et al. 2010), asimilable al estadio de 2 células y que
ha sido considerado un “super” estadio de las stem cells (Surani y Tischler 2012). Su
activacion intermitente ha demostrado ser esencial en la habilidad de las ESCs para
proliferar ilimitadamente y en el mantenimiento de su estabilidad gendmica y de sus
telomeros. El perfil de expresion observado durante el desarrollo embrionario de
Zscan4 confirma que su expresion se restringe al estadio de 2 células, coincidente con
la reprogramacion epigenética del genoma que desemboca en la AGE (Hajkova

2010).

En nuestro estudio hemos sobreexpresado Zscan4 con la pretension de
aumentar la LT del blastocisto mediante una via alternativa a la telomerasa. La
microinyeccion del plasmido resulté en un aumento significativo de la cantidad de
ARNmMm de Zscan4 desde el estadio de 4 células al de morula, sin tener consecuencias
sobre la LT del blastocisto. La ausencia de diferencias en el estadio de 2 células puede
deberse a que el nivel de expresion del plasmido en las primeras 24 horas post-
inyeccion fue insuficiente o que el elevado nivel de expresion endogena impide
detectar la presencia de transcritos procedentes del plasmido. Por otra parte, dado que
solo hemos analizado la LT en el estadio de blastocisto, desconocemos si la ausencia
de diferencias se debe a que Zscan4 no es capaz de elongar per se los telomeros o, si
fue capaz de elongarlos, la posterior expresion de telomerasa endogena enmascard
este elongamiento igualando la LT entre los distintos grupos. En cualquier caso, dado
que la LT no vari6 en blastocisto, la estrategia fracas6 como método de aumento de la
LT de la descendencia. La expresion exogena de Zscan4 elonga los telomeros en otros
sistemas celulares. La disminucion de los transcritos de Zscan4 en ES disminuye la
LT impidiendo la proliferacion celular, mientras que la induccion de Zscan4 en éstas
rescata el fenotipo proliferativo y promueve la elongacién telomérica de manera
independiente de la telomerasa (Zalzman et al. 2010). Por otra parte, durante la
generacion de células pluripotenciales inducidas (células iPS), Zscan4 mejora la
calidad de las iPS promoviendo la estabilidad gendmica y elongacion telomérica a

través de mecanismos de recombinacion telomérica (Jiang ef al. 2013).

Papel de la longitud telomérica del espermatozoide en la LT de la descendencia

Los mecanismos dependientes de la telomerasa no pueden explicar la

elongacion telomérica que ocurre en ausencia de actividad telomerasa (Liu ef al.
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2007) ni el efecto observado de la LT del espermatozoide en la LT de la
descendencia. En nuestro estudio describimos que la LT del espermatozoide
determina la LT del embrion temprano antes de la expresion de la telomerasa y, por
tanto, debido probablemente a un mecanismo alternativo de elongacién telomérica
(ALT) (Bryan et al. 1995), donde los telomeros del espermatozoide podrian actuar
como una guia. La dindmica epigenética durante el desarrollo preimplantacional
provee un escenario favorable para los mecanismos tipo ALT. Por una parte, los
niveles de metilacion del genoma del ovocito son sustancialmente mas bajos que en
las células somaticas (Kobayashi et al. 2012; Smith ef al. 2012). Por otra, tras la
fecundacion tiene lugar una intensa desmetilacion activa del genoma paterno. Ambos
fenomenos resultan en una hipometilacion del genoma, ideal para la activacion de
ALT (Gonzalo et al. 2006). Debido a que la herencia paterna de la LT ha sido
demostrada de manera més consistente que la del lado materno (De Meyer et al. 2007;
Eisenberg et al. 2012; Kimura ef al. 2008; Njajou et al. 2007; Nordfjall et al. 2005;
Unryn et al. 2005), los telomeros del espermatozoide podrian jugar un papel
predominante sobre los telomeros del ovocito en los mecanismos de recombinacion.
Sin embargo, no hay evidencias que demuestren el posible mecanismo de una

herencia especifica paterna de la LT.

La mayor longitud telomérica del espermatozoide comparada con la del
ovocito podria explicar el efecto predominantemente paterno de la heredabilidad
telomérica, pues los teldémeros heredados por via paterna podrian ser utilizados para
alargar los teldmeros mas cortos heredados por via materna mediante ALT. De
acuerdo con nuestros resultados, se ha descrito que los teldémeros del ovocito son mas
cortos que los de las células somaticas (Liu ef al. 2007). Por el contrario, otro estudio
en humanos describe mayores longitudes teloméricas en los ovocitos y pronucleos
femeninos comparados con espermatozoides y pronucleos masculinos (Turner y
Hartshorne, 2013). Una posible causa para explicar esta discrepancia es que el analisis
de la LT en este ultimo trabajo se realizd6 mediante qFISH y, por tanto, los resultados
pueden haber sido influidos por las diferencias en eficiencias de hibridacion debido a
la diferente conformacion cromatinica en el gameto masculino y el gameto femenino,
especialmente teniendo en cuenta que las extensiones metafasicas no se pueden
obtener de los gametos y pronucleos. En apoyo a esta idea, la LT del esperma

cuantificado por qFISH (Turner y Hartshorne, 2013) es la mitad que la obtenida por
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los analisis de los fragmentos de restriccion terminal (TRF) (Baird et al. 2006;
Kimura ef al. 2008; Kozik ef al. 1998; Pickett et al. 2011). El resultado de nuestro
analisis mostrando una LT mas corta en cigotos partenogenéticos —producidos sin
espermatozoides- comparados con los fecundados con espermatozoides con telomeros
largos (Mus musculus) también apoya la hipotesis de una menor LT en el ovocito
comparada con la de los espermatozoides. Siguiendo la misma tendencia, otro estudio
observo que los telomeros de embriones partenogenéticos eran mas cortos que los
embriones fecundados Mus musculus realizando el analisis por qPCR, mientras que el
analisis mediante qFISH mostré resultados inconsistentes que variaban segun la cepa

de raton (Liu ef al. 2007).

El mecanismo preciso por el que el los telomeros del espermatozoide juegan
un papel directo en la LT embrionaria es aiin desconocido. Resulta tentador pensar
que los telémeros del espermatozoide pueden servir como molde para la elongacion
de los telomeros del ovocito durante la singamia, pero un estudio reciente rebate esta
hipotesis: utilizando un modelo de raton transgénico con telomeros marcados, los
autores observaron que el marcador se transmitia a la descendencia siguiendo la
herencia Mendeliana. Esta observacion prueba que los telémeros no son copiados de
un cromosoma a su par homologo en la linea germinal o en el embridon
preimplantacional como ocurre en las células somaticas mediante ALT (Neumann et
al. 2013). Por lo tanto, parece que los mecanismos de ALT que se dan en los
embriones tempranos no ocurren interteloméricamente (es decir, copiando un
telomero de otro cromosoma), sino intrateloméricamente (es decir, utilizando su
propia secuencia como molde) (Muntoni et al. 2009). Basindonos en esta
observacion, nosotros hipotetizamos que los telomeros del espermatozoide podrian
servir como guia para determinar la longitud final de los del ovocito méas que como un
molde para ALT. En nuestros resultados hemos observado que las diferencias en LT
en el embrion temprano originadas por diferencias en longitudes teloméricas del
espermatozoide se mantienen durante el desarrollo fetal, dando lugar a una
descendencia con diferencias en su LT dependiendo de la LT inicial del
espermatozoide. Asi, la descendencia de padres viejos mostr6 una menor LT que la
descendencia de padres mds jovenes, en consonancia con las diferencias en LT
observadas en los espermatozoides y embriones de dos células. De manera similar, la

descendencia de machos Mus spretus presentd telomeros mas cortos que los hijos de
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padres Mus musculus. Sin embargo, aunque las diferencias observadas en el estadio
de dos células entre embriones fecundados con esperma Mus musculus o Mus spretus
solo pueden ser atribuidas al dimorfismo en la LT del espermatozoide, en este tltimo
caso no se puede descartar que las diferencias observadas mas tarde, después de la
activacion de la telomerasa, se hayan visto influidas por posibles diferencias en la
actividad o expresion de la enzima entre ambas especies. Como apoyo adicional al
papel de la LT del espermatozoide en la LT de la descendencia, un estudio sobre la
haploinsuficiencia de TERT en ratones muestra que la restauracion de TERT no es
capaz de restablecer la LT de la descendencia, sugiriendo que otros factores, como la
LT del esperma, determinan la longitud telomérica de la descendencia (Chiang ef al.

2010).
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Conclusiones

La longitud telomérica determinada por qPCR estd inversamente relacionada
con la edad en ratones. De los 5 drganos estudiados (rifién, corazon, cerebro,
testiculo y ovario), el rifion y el corazon son los o6rganos mas fiables para la
determinacion de la edad mediante la longitud telomérica.

La longitud telomérica experimenta cambios dinamicos durante el desarrollo
preimplantacional del raton, aumentando entre el cigoto y el embrion de 2
c€lulas, disminuyendo a partir del estadio de 4 cé€lulas, y volviendo a aumentar
bruscamente en el estadio de blastocisto, donde supera la longitud telomérica
del estadio de 2 células.

La abundancia relativa de ARNm de los componentes de la telomerasa Terc y
Tert sigue un patron de expresion distinto hasta el estadio de blastocisto,
momento en el que aumenta la expresion de ambos transcritos permitiendo la
elongacion de los telomeros via telomerasa. Zscan4 se expresa en el embrion
de 2 células, siendo su expresion muy baja o indetectable en el resto de
estadios preimplantacionales.

La microinyeccion pronuclear de plasmidos circulares codificantes para Terc,
Tert y Zscan4 en cigotos de raton produce una sobreexpresion exdgena de
dichos genes durante el desarrollo preimplantacional. Sin embargo, esta
sobreexpresion no tiene consecuencias sobre la longitud telomérica
embrionaria. Los mecanismos de regulacion de la longitud telomérica y
actividad telomerasa podrian inhibir una elongacién excesiva en una especie
con teldmeros excepcionalmente largos.

La mayor longitud telomérica observada en los espermatozoides con respecto
a la de los ovocitos, y en los embriones producidos por fecundacion con
espermatozoides con teldémeros largos con respecto a la de los producidos por
activacion partenogenética, sugiere que los teldémeros del espermatozoide
pueden actuar como guia para alargar los teldémeros del ovocito.

En la especie Mus musculus, siguiendo una tendencia contraria a la observada
en la especie humana, la longitud telomérica del espermatozoide disminuye
con la edad.

La longitud telomérica del espermatozoide es un factor determinante para la
longitud telomérica del embrion -antes y después de la activacion de la
telomerasa- y de la descendencia en ambos modelos estudiados: Mus musculus

vs.  Mus spretus 'y  Mus  musculus  jovenes  vs.  Viejos.
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