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RESUMO

A Displasia Cortical € uma das formas mais frequentes de malformacgbes do
desenvolvimento cortical, sendo uma patologia que causa uma grande parcela de
epilepsias parciais refratarias ao tratamento medicamentoso. Essa patologia é
caracterizada por um grupo heterogénio de lesdes corticais, podendo também ser
descrita como disgenesia cortical ou desordem de migracdo neuronal. Os aspectos
genéticos envolvidos na displasia cortical, como a expressdo da enzima telomerase,
ndo sdo comumente investigados, principalmente devido ao numero limitados de
casos e a pela falta de um modelo experimental. Objetivo: este estudo teve como
objetivo analisar a atividade e a expressao da enzima telomerase em pacientes com
displasia cortical de Taylor, fibroblastos normais, células-tronco de tecido de cordao
umbilical e linhagem tumoral humana. Metodologia: a atividade e expressédo da
porcdo hTERT da telomerase foram avaliadas em fibroblastos de paciente com
Displasia Cortical de Taylor (h=1) e comparada com fibroblastos de pacientes do
grupo controle (n=3) e células-tronco de corddo umbilical (n=3) e a linhagem tumoral
A549 humanos que foram mantidas em cultura. A andlise do gene hTERT foi feita
por PCR e a atividade da telomerase foi medida pelo ensaio TRAP que utiliza a PCR
em tempo real. Resultados: a atividade da telomerase foi maior nas células
tumorais (Ct=28,32), ao passo que nos demais tipos celulares e nos demais tipos
estudados os valores foram semelhantes: Controle (Ct=33,73) Corddo Umbilical
(Ct=32,88) e Displasia (Ct=33,56). A expressdo da por¢cdo hTERT da telomerase foi
do grupo Controle foi 2,58x mais expresso, 0s grupos Dsiplasia e Tumor estavam
61,25x e 635,48x mais expressos, respectivamente que o Controle. Concluséo: a
telomerase se mostrou mais ativa e com maior expresséo na linhagem tumoral do
gue gquando comparada com 0s outros tipos celulares pesquisados. O gene hTERT
e mostrou mais expresso, no paciente com Displasia Cortical de Taylor do que nos
outros grupos Controle e Cordao Umbilical, indicando que a telomerase € mais

expressa em pacientes com esta patologia.

Palavras-chave: Telomerase; Displasia Cortical de Taylor; Células-Tronco; Cordao
Umbilical; A549.




ABSTRACT

The Cortical dysplasia is one of the most frequent forms of malformations of cortical
development, with a condition that causes a large portion of refractory partial
epilepsy to drug treatment. This condition is characterized by a heterogeneous group
of cortical lesions and can also be described as cortical dysgenesis or neuronal
migration disorder. The genetic factors involved in cortical dysplasia, such as the
expression of the telomerase enzyme, are not commonly investigated, mainly due to
the limited number of cases is the lack of an experimental model. Objective: This
study aimed to analyze the activity and the expression of the enzyme telomerase in
patients with cortical dysplasia of Taylor, normal fibroblasts, stem cells from umbilical
cord tissue and human tumor. Methodology: the activity and expression of hTERT
portion of telomerase were evaluated in patient fibroblasts with Cortical Dysplasia of
Taylor (n = 1) and compared with control patients fibroblasts (n = 3) and umbilical
cord stem cells (n = 3) and human tumor cell line A549 were maintained in culture.
The analysis of the hTERT gene was done by PCR and the telomerase activity was
measured by TRAP assay that uses real-time PCR. Results: telomerase activity was
higher in tumor cells (Ct = 28.32), while in other cell types and other types studied
values were similar: control (Ct = 33.73) Umbilical Cord (Ct = 32.88) and dysplasia
(Ct = 33.56). The expression of hTERT portion of telomerase was the control group
was 2,58x more expressed, the Dysplasia and tumor groups were 61,25x and
635,48x more expressed respectively as the control. Conclusion: The telomerase
appeared to be more active and higher expression in the tumor cell line when
compared to other cell types surveyed. The hTERT gene was more expressed in the
patient Taylor cortical dysplasia than in the other groups and control umbilical cord

indicating that telomerase is expressed in most patients with this disease.

Keywords: Telomerase; Cortical dysplasia of Taylor; Stem Cells; Umbilical Cord;
A549.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 ENVELHECIMENTO CELULAR

O envelhecimento € um processo complexo que ocorre em todos o0s sistemas
do nosso organismo levando a deterioracdo de muitas funcdes fisiolégicas com o
passar da vida de um individuo. Portanto, vérias teorias foram criadas com a
finalidade de explicar os processos que envolvem o envelhecimento, sendo que a
maioria delas € baseada em fatores imunologicos, genéticos e de estresse oxidativo
(radicais livres)(1,2). Entre as teorias sistémicas encontran-se as alteracfes

metabdlicas, neuroenddcrinas e imunoldgicas.

Sabemos que as teorias estocasticas tem um papel muito importante no
processo de envelhecimento celular. Entre as teorias moleculares e genéticas,
podemos citar a da senescéncia celular pelo encurtamento dos telémeros. Esse
processo de envelhecimento é conhecido como senescéncia replicativa, no qual as
células com baixa ou nenhuma atividade da enzima telomerase, vao perdendo
sequéncias telomeéricas até chegar em um estado critico de encurtamento (3). A
célula alcanca esse estagio quando a divisdo ndo € mais possivel, entdo dizemos
gue ela atingiu o Limite de Hayflick (4). Em algumas situacdes, determinada célula
pode sofrer um processo de imortalizacéo, devido ao fato da existéncia de mutacdes
em fatores especificos que regulam processos de proliferacdo e morte celular.
Dentre esse fatores podemos citar a P53 e a telomerase.
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1.2 TELOMEROS E TELOMERASE

As extremidades cromossOmicas possuem estruturas chamadas telémeros,
que tem como principal funcéo reduzir a degradacdo dos cromossomos pela perda
do material genético. Os teldmeros funcionam como um “relégio” que controla a
capacidade replicativa das células e a entrada dessas em fase de senescéncia (5).
Os teldbmeros dos cromossomos humanos consistem de longas séries de
sequéncias curtas e repetidas, formadas por bases TTAGGG e por proteinas
associadas entre as quais podemos citar a TRF-1 e TRF-2, sendo TRF-1
responsavel por regular o comprimento dos teldmeros e TRF-2 pela sua integridade.
O tamanho dessas sequéncias teloméricas pode variar de uma espécie para outra,
ou até mesmo entre mesma espécie e individuo, dependendo do tipo celular
analisado, e numeros de divisbes que esta célula ja passou (6). Por exemplo, uma
célula com muitas divisdes, teoricamente possui menos atividade da telomerase que

células do mesmo tipo com menos divisoes.

No mecanismo de replicacdo celular existe um “problema”, onde a DNA
polimerase ndo consegue sintetizar na totalidade uma das fitas de replicacao
descontinua do cromossomo, assim, uma parte € perdida a cada replicagdo, levando
ao encurtamento dos teldmeros. Portanto a cada divisado celular, ocorre a regressao
continua do tamanho dos telémeros, que vai perdendo em torno de 50-200 pb por
divisdo (7). Levando isso em consideracdo, alguns estudos tém demonstrado que,
se compararmos células soméaticas como fibroblastos e leucdcitos, de individuos
novos e mais velhos podemos perceber uma significativa reducdo no comprimento
telomérico dos cromossomos de pessoas mais idosas. Quando observamos
fibroblastos em cultura, podemos notar que estes, com o passar do tempo e das
divisGes celulares, vao perdendo sequéncias teloméricas resultando na diminuicéao

do comprimento dos telémeros (8, 9).

Com o passar das divis6es celulares, o encurtamento dos telémeros atinge
uma fase critica, na qual, as células ndo conseguem mais se dividir sem que haja
perda do material genético, entrando assim, na fase de senescéncia celular. Quando
a célula atinge essa fase da vida, isto é, ela atingiu o limite de Hayflick, na qual

temos grande perda das sequéncias teloméricas e alta instabilidade gendémica, a
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célula pode entrar em periodo de morte célular ou imortalizagédo (10, 11). Segundo
Bodnar et al (1998), esse processo de senescéncia pode ser atrasado, pela
introducdo de telomerase em células humanas adultas, diminuindo a perda
telomérica e aumentando o tempo de vida destas células (12). A reprogramacéao
celular, é outra maneira que temos de ‘burlar’ o reldgio cronoldgico, como o método
apresentado por Takahashi et al (2006;2007), onde genes de pluripoténcia (OCT4,
C-MYC, KLF4 e SOX2) foram inseridos por meio de vetores virais em fibroblastos de
pele de camundongos e posteriormente em fibroblastos humanos. Nessas células
foi possivel observar caracteristicas de células ditas pluripotentes, sendo uma delas,
a atividades da enzima telomerase (13, 14).

Para evitar o encurtamento dos telémeros, algumas células possuem um
mecanismo de reposicdo de sequéncias teloméricas, que € realizado por um
complexo enziméatico composto por uma DNA-polimerase dependente de RNA,
conhecida como telomerase. Isolado pela primeira vez em 1978 por Blackburn et al
(1978), esse complexo consiste de duas estruturas principais: 0 componente
funcional de RNA (hTERC), que serve como um molde para a sintese telomérica do
DNA e a proteina catalitica (hnTERT), com atividade de transcritase reversa, que
sintetiza a cadeia telomérica (5, 15). Novas pesquisas tém indicado que esse
complexo esta envolvido também em outras atividades: na proliferagdo celular,
extensao do tempo de vida, retardando o envelhecimento celular e modulando a

diferenciacao celular (Figura 1).

A maioria das células somaticas possui atividade de telomerase quase
indetectavel, devido a perda da capacidade de transcricdo das suas subunidades
apos o periodo embrionario. Assim, com o passar das divisées celulares, ndo ha
como impedir o encurtamento dos teldmeros que ocorre a cada divisao celular (17).
Em outras células esta enzima é necessaria para a manutencdo em longo prazo da
capacidade proliferativa, como podemos citar, células de cancer e células-tronco
(12). O que pode explicar a baixa atividade da enzima em alguns tecidos, é que
embora a porcdo de RNA funcional (hnTERC) presente neste complexo enzimético
seja expressa ha maioria dos tecidos, a porcao catalitica da enzima (hTERT) é
expressa somente nessas linhagens celulares de constante renovacédo e divisao
celular (18-20). Varios estudos ja demonstraram, que em tumores podemos

encontrar atividade da telomerase, primeiramente com Kim et al (1994), detectaram
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que 90 de 101 amostra tumorais possuiam atividade da telomerase (19).
Posteriormente muitas amostras tumorais ja foram evidenciadas com atividade de

telomerase positiva (21).

Froliferation of stem celis

Figura 1 - Representagdo dos diversos atividades da telomerase nas células.(16)

As células sométicas normais possuem niveis muito baixos de atividade da
telomerase, pelo fato da por¢éo catalitica da enzima (hTERT), ser menos transcrita
apos periodos embrionérios, ocorrendo a perda do material genético com o passar
das divisdes. Ao contrario das células sométicas, as células-tronco, mantém a
atividade da telomerase por longos periodos e conseguem manter a sua capacidade
proliferativa sem perda telomérica, tal como as células cancerigenas (12). Em
algumas células normais, que possuem teldmeros curtos demais e com atividade da
telomerase insuficiente, além de ndo conseguir se replicar, o critico encurtamento
dos teldbmeros pode levar a uma instabilidade cromossdmica e consequentemente a

uma malignidade (22).

Ultimamente a telomerase vem sendo muito estudada ultimamente, pela sua
possivel relacdo com determinadas doencas. Por exemplo, a disceratose congénita
€ uma genodermatose multissistémica rara que apresenta manifestacoes
mucocutaneas caracteristicas, tais como hiperpigmentacéao reticulada da pele, unhas

distréficas e leucoceratose em mucosas. Essa patologia esta associada com a
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diminuicdo do tamanho dos teldmeros, onde 0s pacientes que possuem menores
comprimentos teloméricos eram portadores de sintomas graves da doenca (23, 24).
Mutacbes nos genes que Sao responsaveis por transcrever as subunidades da
telomerase, ja foram observadas em pacientes com fibrose pulmonar idiopatica (25).
Quando falamos de alteracdes em telomeros e telomerase, o cancer surge como
uma das principais patologias, pois j& se sabe que células tumorais possuem um
grande poder de expansdo e divisdo, sendo influenciado por alta atividade da

telomerase.

1.3 CANCER E TELOMERASE

Quando falamos de células sométicas humanas, temos a consciéncia de que
estas possuem um determinado tempo de vida e de divisbes. Em cultura células
normais podem se dividir em uma média maxima de 40-50 vezes, até entrarem em
senescéncia (26). Células que atingem esse nivel de envelhecimento, entram em
uma fase conhecida como ‘crise’, onde estdo num periodo de instabilidade genética,
sendo mais propicio o aparecimento de novas mutacbes, podendo ocorrer o
desenvolvimento de algumas malignidades. Dentro dessas mudancas inesperadas,
podemos citar a supressao no silenciamento da telomerase, como um dos principais
fatores para o aparecimento de malignidades (27, 28). A partir da instabilidade
genética, as células precursoras cancerigenas sdo conduzidas a uma represséo da
apoptose, permitindo que algumas vias metabdlicas sejam ativadas, podendo

acarretar na imortalizacao destas células (Figura 2) (29).

Quando as células atingem um nivel critico de tamanho telomérico alguns
mecanismos impedem que esta célula continue se dividindo. Em algumas células
gue possuem oncogenes ativos, a p53 pode ser inibida, assim as células continuam
se dividindo, ficando ainda mais instaveis geneticamente, possibilitando o

aparecimento de mais mutacdes por translocacdes e delecdes (30).
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Figura 2 - Representacdo do ciclo celular, relacionado ao envelhecimento celular e processo de
imortalizac&o celular.

A expressdo da telomerase € um dos processos chave no aparecimento de
malignidades, e seus niveis estdo alterados na maioria das células tumorais. A sua
avaliacdo tornou-se uma excelente aliada no diagndstico do cancer, sendo que em
torno de 80-90% dos casos, a enzima pode ser encontrada ativa. Portanto, a
telomerase tém papel importante no crescimento tumoral e imortalizagéo celular e a
sua reativacao parece ser um evento crucial para a proliferagcdo de tumores (31). A
disfuncéo telomérica, pode ser ocasionada pela diminuicdo critica das sequéncias

dos telébmeros ou pela perda funcdo das proteinas associadas ao complexo (32).

1.4 CELULAS-TRONCO

As células-tronco sdo em geral classificadas como células-tronco
embrionarias (ESC) e células-tronco “adultas” ou somaticas (ASC). As células-tronco
de origem embrionaria sdo extraidas da massa interna do blastocisto (que é o
embrido entre o quinto e sétimo dia apdés a fecundacdo) e sao consideradas
totipotentes, isto €, tém a capacidade de originar células derivadas das trés camadas
germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma (33). JA as células-tronco

adultas ou somaticas sao células indiferenciadas que, no entanto, se encontram em
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tecidos diferenciados (especializados), que estdo presentes em todas as etapas da
vida apés a fase de blastocisto. Essas células s&do responsaveis pelo

reabastecimento tecidual ao longo da vida (34).

As células-tronco séo tipos celulares muito especiais, tendo em vista, que
possuem algumas caracteristicas proprias que as distinguem de outros tipos
celulares. S&o células indiferenciadas e ndo especializadas; sdo capazes de se
multiplicar por longos periodos mantendo-se indiferenciadas, de forma que um
pequeno numero pode originar uma grande populacéo de células semelhantes e sao

capazes de se diferenciar em células especializadas de um tecido particular (35).

As primeiras células-tronco reportadas em humanos foram as células-tronco
hematopoiéticas, que sdo ditas como células multipotentes e dao origem a varios
tipos de células do sangue, tanto da linhagem mieldide quanto da linhagem linféide
(36). Existem varios tipos de células-tronco adultas reconhecidas pela comunidade
cientifica, as hematopoiéticas que dao origem as células do tecido sanguineo, e as
células mesenquimais, que dao origem aos tecidos adiposo, 6sseo e de cartilagem
(37).

1.5 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais podem ser definidas como células
multipotentes, pois sdo capazes de se diferenciar em varios tipos celulares:
ostedcitos, adipocitos e condrdcitos se cultivadas em meios com fatores especificos
(Figura 3)(38-40). Tais caracteristicas de plasticidade sugerem que esse tipo celular
€ 0 responsavel pelo processo de reepitelizacdo e reestruturacdo tecidual para a

manutenc¢ao de todos os tecidos do organismo (41, 42).
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Figura 3 - Diferentes tecidos que podem ser originados a partir das células-tronco mesenquimais(46).

As células-tronco mesenquimais constituem uma pequena populacdo da
medula 6ssea, correspondendo a aproximadamente de 0,01% a 0,001% das células
medulares. Entretanto podem ser isoladas e expandidas com alta eficiéncia e
induzidas a se diferenciarem em mudiltiplas linhagens em condicbes de cultura
definidas (43). Além de ossos, cartilagem e gordura, pesquisas nesse campo, tém
demonstrado que as células-tronco mesenquimais podem se diferenciar em
neurbnios e astrécitos (células da neuroglia) e outros tipos celulares, desde que
fatores especificos sejam adicionados as culturas (44, 45). Essas células tém um
alto potencial de expansdo, estabilidade genética e podem ser facilmente coletadas.
Além disso, elas possuem mais duas caracteristicas muito importantes: (1) séo
capazes de migrar para locais de leséo tecidual; (2) possuem fortes propriedades
imunossupressoras que podem ser exploradas tanto em transplantes autol6gos

como em heterdlogos (46).

A diferenciacdo das ceélulas-tronco mesenquimais esta envolvida com
diversas etapas mediadas por fatores bioativos, localizados no sitio onde ocorre
essa diferenciagcdo, ou inseridos ao meio de cultivo quando essa diferenciagdo é
induzida através de direcionamento in vitro (47). Além de responder a estimulos e
entdo se diferenciar, as células-tronco mesenquimais sdo capazes de sintetizar um
amplo espectro de fatores de crescimento e citocinas, dando a elas condi¢cbes
imunomoduladoras, pr6-angiogénicas, anti-apoptoticas, quimioatraentes e anti-
fibréticas (48).
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Os critérios basicos de classificacdo das células-tronco mesenquimais foram
propostos pela Intenational Society for Cellular Therapy (ISCT) em 2006 e incluem a
adesado a superficie plastica, imunofenotipagem com marcadores especificos de
superficie celular: CD105, CD73, CD90, CD45, CD34, CD11b e HLA classe 2 e
diferenciacdo em tecidos especializados: adipdcitos, ostedcitos e condrdcitos (49).

1.6 CORDAO UMBILICAL COMO FONTE DE CELULAS-TRONCO ADULTAS

O cordao umbilical € uma atrativa fonte para extracdo de células-tronco, pelo
fato de ser de facil obtencédo, por ser descartado apds o parto e ndo oferecer risco
para a mée e para o bebé, esta fonte vem sendo cada vez mais utilizada em
pesquisas. O corddo umbilical humano tem em média 50 cm de comprimento e é
composto por uma veia e duas artérias. Esses vasos sanguineos sdo envoltos por
tecido conectivo mucoéide, conhecido como: geléia de Wharton (Figura 4). Do
corddo umbilical podemos obter um grande nimero de células-tronco sendo dois os
tipos celulares, as células-tronco hematopoiéticas e as mesenquimais. As células
hematopoiéticas extraidas do corddo tém se mostrado Uteis para o tratamento de
algumas desordens hematopoiéticas, tal como, as leucemias (50, 51). Ja as células
extraidas da geléia de Wharton, tém demonstrado caracteristicas semelhantes as
células mesenquimais obtidas de outros tecidos, tais como aparéncia, e a formacéo
de coldnias de fibroblastos (52). Quando observamos os marcadores de superficie
gue estdo presentes nesta linhagem celular, podemos constatar a expressdo dos

principais marcadores mesenquimais, tais como, CD90, CD105 e CD73.

A linhagem mesenquimal que pode ser obtida a partir do tecido de cordao
possui caracteristicas de plasticidade semelhante as de células oriundas de outros
tecidos. Foi demonstrado que este tipo celular possui a capacidade de diferenciagcéo
em tecidos especializados, como por exemplo a producao da linhagem mesodérmica
a partir dessas células, originando células diferenciadas em adipocitos, ostedcitos e

condrocitos (53).
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Figura 4 - Corte histolégico de corddo umbilical representando as duas artérias e a veia, envoltas
pela geléia de Wharton. 1 e 2: artérias; 3: veia; 4: regido da geléia de Warthon.

1.7 DISPLASIA CORTICAL

A Displasia Cortical é uma das formas mais frequentes de malformac¢fes do
desenvolvimento cortical, sendo uma patologia que causa uma grande parcela de
epilepsias parciais refratarias ao tratamento medicamentoso (54). A displasia cortical
focal é formada por varios grupos heterogénicos de lesBes corticais, podendo
também ser descrita como disgenesia cortical ou desordem de migracdo neuronal. A
displasia cortical focal engloba multiplos tipos de altera¢des divididas em dois

principais grupos:

1) Anormalidades na arquitetura cortical: uma desorganiza¢do colunar dada
pela formacdo de micro-colunas orientadas verticalmente constituidas de pelo
menos oito neurbnios e uma interrupgdo laminar pela alteragdo da composicdo da

sexta camada tangencial do coértex.

2) Anormalidades citologicas: Células neuronais hipertroficas, fora do local
anatomico, encontradas na camada V. NeurOnios imaturos: células ovais ou
redondas com grandes nucleos e membrana fina, normalmente ausente no coértex

adulto. Neurdnios dismorficos: células com tamanho anormal e morfologia de
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dendritos e axbnio, apresentam também acumulo de proteinas de neurofilamentos.
Células balonares: células grandes com membrana mal definida, com nucleo Gnico
ou duplo e citoplasma eosinofilico com caracteristicas de células neuronais e
linhagem glial, caracteristica da displasia cortical focal tipo Taylor, descrita pela
primeira vez em 1971(55, 56).

Palmini e colaboradores em 2004 (54) classificaram as displasias corticais de
acordo com observacdes na substancia branca e na arquitetura da camada cortical.
As classificacbes foram descritas da seguinte forma: Tipo Ib - Presenca de
neurdnios heterotrépicos na substancia branca, alteragédo na arquitetura da camada
cortical e presenca de neurdnios gigantes. Tipo lla - Presenca de neurdnios
heterotrépicos na substancia branca, alteracdo na arquitetura da camada cortical,
presenca de neurbnios gigantes e presenca de células dismoérficas. Tipo llb —
Presenca de neurbnios heterotropicos na substancia branca, alteracdo na
arquitetura da camada cortical, presenca de neurbnios gigantes, presenca de células
dismorficas e presenca de neurbnios balonares. No ano de 2011, Blumcke e
colaboradores (57) modificaram a classificacdo de Palmini, distinguindo trés tipos de
displasia cortical focal como Tipo |, 1l e Ill. Os mecanismos envolvidos na génese da
displasia cortical focal ainda ndo foram elucidados e sao pouco investigados,
principalmente pelo nimero limitado de casos e a falta de modelos experimentais

adequados (55).

Aspectos genéticos da displasia cortical ndo sdo comumente investigados,
principalmente devido ao numero limitados de casos e a pela falta de um modelo
experimental adequado. Uma visédo abrangente sobre as mudancas genéticas leva
a conclusdo que as mutacdes nos genes que codificam as proteinas reguladoras,
resultando na alteracdo parcial na funcdo das proteinas, podem ser a possivel causa
da displasia focal. A displasia cortical focal pode envolver qualquer parte do cérebro,
pode variar em tamanho e localizacao e pode ser multifocal (58).

Um dos tipos de displasia cortical que vém sendo estudada € a displasia de
Taylor que também é caracterizada por lesfes corticais, levando a crises epilépticas,
podendo levar a diversas complicacbes neurocognitivas (59, 60). Seu diagndstico é
feito principalmente por neuroimagem, ressonancia nuclear magnética e por

anatomopotalogia apos andlise de bidpsia (61).
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que uma das causas do desenvolvimento das displasias corticais é
devido a alteracbes na migracdo e formacdo do cértex cerebral, levando a
deformacg@es citologicas e da arquitetura e desta regido do encéfalo. Também se
sabe que a telomerase esta envolvida nos processos de divisdo e proliferacédo
celular no nosso organismo. Levando isso em consideracdo, pode se indagar se a
telomerase possui atividade e expressao normais nas células de pacientes com

displasia cortical de Taylor.

O estudo e avaliacéo da atividade e expressao da telomerase sao importantes
em células de pacientes com displasia cortical de Taylor para que possa contribuir
para um melhor esclarecimento bioldgico, fisiolégico e de envelhecimento desta
patologia, pois ja foi demonstrado que displasias corticais, podem estar associadas a
alguns tumores. Entretanto, os niveis de atividade da enzima telomerase em células-
tronco de tecido de corddo umbilical, fibroblastos e linhagens tumorais humanas
serdo determinados, em condi¢cdes similares de cultura, para se estabelecer os

niveis caracteristicos desses diferentes tipos celulares.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a atividade da telomerase em células diferenciadas, células-tronco e

linhagens tumorais humanas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a atividade da telomerase em fibroblastos de pele humana, de

tecido de corddo umbilical humano e linhagens de células tumorais humanas;

e Comparar a atividade da telomerase nos fibroblastos de pele, de tecido de

corddo umbilical humano e linhagens de células tumorais humanas;

e Detectar e quantificar a expressado da subunidade hTERT da telomerase em
fibroblastos de pele humana, de tecido de corddo umbilical humano e

linhagens de células tumorais humanas;

e Estabelecer a diferenciacdo mesodérmica (osteogénica e adipogénica) das

células tecido de corddo umbilical e fibroblastos de pele humana;

e Avaliar a capacidade de neurodiferenciacédo dos fibroblastos de pele e tecido

de cordao umbilical humano.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto aqui apresentado ja obteve aprovacdo da Comissao Cientifica do
Instituto de Geriatria e Gerontologia e do Comité de Etica da PUCRS com o
namero: 22339313.2.0000.5336. O presente estudo esta em conformidade com as
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
(Resolucédo CNS 466/12), bem como com a diretriz nimero 12 das Diretrizes Eticas
Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres Humanos (Council for

International Organizations of Medical Sciences, CIOMS; 2002).

Este estudo foi realizado juntamente com outro projeto (Avaliacdo da
migracdo e neurodiferenciacdo de células-tronco pluripotentes induzidas (iPS)) de
pacientes com displasia cortical, de autoria do Doutorando Daniel Rodrigo
Marinowic, orientado do Dr. Jaderson Costa da Costa) aprovado com numero do
Comité de Etica: 17943213.9.0000.5336.

Os experimentos foram todos realizados no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular e no Centro de Terapia Celular do Instituto do Pesquisas Biomédicas apo6s
aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul.
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4.2 POPULACAO E AMOSTRA

As amostras analisadas foram divididas em quatro grupos: grupos Controle,
Cordao Umbilical, Displasia e Tumor. O grupo Controle foi composto por trés
amostras de fibroblastos de pele (PN1, PN2, PN3) que da pele de trés pacientes
diferentes saudaveis submetidos a trés abdominoplastias no Centro de Cirurgia
Plastica da PUCRS. O grupo Cordao Umbilical foi composto de trés amostras de
células-tronco extraidas de trés corddes umbilicais (CU1, CU2, CU3) oriundos do
Centro de Obstetricia da PUCRS. O grupo Displasia foi composto por uma amostra
(D1) de fibroblastos de pele da cabeca de um paciente submetido & procedimento
cirirgico no Centro de Cirurgia de Epilepsia da PUCRS. O grupo Tumor foi
composto por células da linhagem tumoral de carcinoma de pulmdo A549
(ATCC®CCL-185") e essa amostra foi nomeada A549. As amostras estdo descritas

na Tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo dos grupos e amostras utilizadas no estudo.
GRUPO IDENTIFICACAO TIPO DE TECIDO

FIBROBLASTO

DISPLASIA D1 DE PELE
PN1
FIBROBLASTO
CONTROLE PN2
DE PELE
PN3
~ Cul
CORDAO U FIBROBLASTO
UMBILICAL cua DE CORDAO UMBILICAL

LINHAGEM TUMORAL DE
TUMOR A549 CARCINOMA DE
PULMAO
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4.3 OBTENCAO FIBROBLASTOS

4.3.1 Extracéo dos fibroblastos de pele de abdominoplastia

Os fibroblastos do grupo Controle foram extraidos a partir de fragmentos de
pele de abdominoplastias. Para realizar a extracdo dos fibroblastos da pele, a
gordura foi retirada e a pele fragmentada em pequenos pedacos. Os fragmentos de
pele foram transferidos para placas de cultura e cultivados com meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de
estreptomicina, 100 ug/mL de gentamicina e 20 ng/mL de fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) em estufa a 37°C, com 5% de CO, por 10 dias. Apés o periodo de
cultivo os fragmentos de pele foram retirados, restando apenas os fibroblastos

aderidos a placa.

4.3.2 Extracéo dos fibroblastos de pele de neurocirurgia

Um pedaco de pele obtido de um paciente com displasia cortical de Taylor foi
fragmentado em pequenos pedacos e transferidos para placas de cultura e
cultivadas com meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL
de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, 100 ug/mL de gentamicina e 20 ng/mL de
fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e cultivadas em estufa a 37°C, com 5%
de CO; por 10 dias. Apos o periodo de cultivo os fragmentos de pele foram retirados,
restando apenas os fibroblastos aderidos a placa.
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4.3.3 Extracdo de células-tronco de tecido de corddo umbilical

As amostras do grupo Corddo Umbilical foram extraidas a partir do tecido do
corddo umbilical de trés pacientes. O sangue presente no cordao foi aspirado para
que seguido da dissecac¢do da regido das células de interesse que se localizam no
tecido gelatinoso, conhecido como geleia de Warthon. O tecido alvo foi fragmentado
e transferido para placa de Petry e entdo cultivado com meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina,
100 pg/mL de gentamicina e 20 ng/mL de fator de crescimento de fibroblastos (FGF)
em estufa a 37°C, com 5% de CO, por 10 dias. Apds o periodo de cultivo os
fragmentos do cordao foram retirados, restando apenas as células-tronco aderidas a

placa.

4.4 DIFERENCIACAO MESODERMICA

Conforme mencionado, anteriormente (Item 1.5) a ISCT considera células-
tronco mesenquimais somente aquelas capazes de adeséo a superficie de cultura,
expressao positiva dos CD90, CD105 e CD73 e negativos para CD45, CD34 CD11b

e HLA classe 2 e de se diferenciar em, pelo menos, adipécitos e ostedcitos.

A diferenciagéo adipogénica foi induzida nas amostras extraidas dos tecidos
de pele e corddo em meio DMEM suplementado com 10® mol/L de dexametasona e
5 ug/mL de insulina, por quatro semanas. Para confirmacéo da diferenciacédo, os
meios da cultura foram retirados a cultura foi lavada com DPBS. A seguir as células
foram fixadas com paraformaldeido (PFA) 4% a temperatura ambiente por 1 hora.
Apbs esse periodo o PFA foi retirado e as células foram coradas com a solugéo Oil
Red O (Sigma Aldrich), por 5 minutos (62).

A diferenciacdo osteogénica foi em DMEM suplementado com 10% mol/L

dexametasona, 5 ug/mL de &cido ascérbico 2-fosfato e 10 mmol/l B-glicerolfosfato
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durante quatro semanas. Para observacao do depdésito de calcio, as culturas foram
lavadas com DPBS e coradas por cinco minutos a temperatura ambiente com
Alizarin Red S (Nuclear) com Ph 4,2 (62).

Linhagens de fibroblastos de camundongo NIH 3T3, que passaram pelos
mesmos procedimentos de diferenciacdo e coloracdo foram usadas como controle
de células terminalmente diferenciadas. As células apds passarem pelo processo de
diferenciacéo, foram coradas e observadas através de microscopia 6ptica invertida
(NIKON Eclipse TE 2000-S) em aumento de 100X.

4.5 NEURODIFERENCIACAO

O método de neurodiferenciacdo utilizado € uma adaptacdo do método
descrito por Song et. Al., 2008. As células foram cultivadas em meio DMEM (Sigma-
Aldrich) suplementado com 0,001% de B-mercaptoetanol (Gibco), 10% de soro fetal
bovino, 100 U.l./mL de penicilina, 100 U.l./mL de estreptomicina e 100 ug/mL de
gentamicina por um periodo de trés dias a 37°C com 5% de CO,. Apds esse periodo
as células foram dissociadas da placa de cultura com tripsina/EDTA 0,25% e entédo
recultivadas em meio DMEM/F12 (GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 100 U.l./mL de penicilina, 100 U.l./mL de estreptomicina e 100 ug/mL de
gentamicina durante trés dias. As culturas foram novamente tratadas com
tripsina/EDTA 0,25%, e transferidas para placa de cultura de seis po¢cos em meio
Neurobasal Medium N5 (Gibco) suplementado com: 20 ng/mL de fator neurotréfico
derivado de cérebro (Brain Derived Neurotropic Factor - BDNF) (Sigma-Aldrich), 20
ng/mL de fator de crescimento de granuldcitos (Granulocyte Colony Stimulating
Factor - GCSF) (Bergamo), 10% de soro fetal bovino, 100 U.l./mL de penicilina, 100
U.l./mL de estreptomicina e 100 ug/mL de gentamicina. As culturas foram mantidas
a 37°C com 5% de CO; por um periodo de sete dias, finalizando do protocolo de

neurodiferenciagéo (63).
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4.6 AVALIACAO DA NEURODIFERENCIACAO

A neurodiferenciacdo foi avaliada por imunofluorescéncia. Apos a finalizacao
do protocolo de neurodiferenciacdo, o meio foi retirado e as células foram fixadas
com paraformoldeido (PFA) 4% por trinta minutos. As culturas foram lavadas com
tamp&o Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) e foi adicionado 1 mL por
poco de solucdo de bloqueio (Soro Fetal Bovino) e incubado por uma hora a
temperatura ambiente. Apds, foi adicionado o anticorpo Fluoropan Neuronal Marker
(Chemicon) conjugado com isotiocinato de fluoresceina (FITC) diluido em solugéo
de bloqueio (1:100). Esse anticorpo € composto de um conjunto de anticorpos
formado por anti-nucleo neuronal (NeuN), anti-citoesqueleto neuronal (NFL), anti-
microtubulo neuronal (MAP2) e anti-microtubulo neuronal (B-tubulina IIl) para
caracterizagdo da citoarquitetura e polarizacéo neuronal. As células foram incubadas
a temperatura ambiente por duas horas. A seguir, foi adicionado 4',6-diamidino-2-
phenilindol (DAPI) a 0,01% para marcacao nuclear. As amostras foram lavadas duas
vezes com tampdo DPBS. As células foram analisadas utilizando microscopio

confocal Zeiss LSM-5 exciter.

4.7 EXTRACAO DO RNA E SINTESE DO cDNA

As amostras extraidas a partir dos tecidos de pele (grupo Displasia e
Controle) e de tecido de corddo foram mantidas em cultura até a 5° passagem. Apos
esse periodo de cultivo as células foram dissociadas da cultura pelo processo de
tripsinizacdo, para a extragdo do RNA apds a retirada do meio de cultura e lavagem
com DPBS. O RNA total foi extraido por meio do kit RNA SV-Total (PROMEGA) e a
sintese do cDNA foi realizada pelo o kit SuperScript Il Reverse Transcriptase

(INVITROGEN) conforme orientacéo dos fabricantes.
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4.8 DETECCAO DA EXPRESSAO DA PORCAO hTERT DA TELOMERASE POR
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A PCR foi realizada para determinar a expressao do gene que codifica a
porcdo catalitica da telomerase, mais conhecida como hTERT, a partir do cDNA
obtido, anteriormente (Item 4.8). As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores
utilizados na reacéao foram: direto- 5’-AGAGTGTCTGGACAAGTTGC-3’ e reverso- 5'-
CGTAGTCCATGTTCACAATCG-3'. A PCR foi realizada sob as seguintes condi¢des:
um ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C/5min seguido por 30 ciclos de com as
seguidas condi¢des: 95°C/30seq, 54°C/40seg e 72°C/40seg. Os produtos do PCR

foram visualizados ap0s separacédo por de eletroforese em gel de agarose 2%.

4.9 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DA SUB-UNIDADE hTERT DA
TELOMERASE POR PCR TEMPO REAL

A técnica da PCR em tempo real foi empregada para quantificar a expressao
da sub-unidade hTERT da telomerase. Para quantificacdo e comparacdo das
amostras, utilizamos um controle enddégeno da reacdo, empregando 0S
oligonucleotideos iniciadores do gene GAPDH direto: 5’-
CCATCACCATGTTCCAGGAG-3’ e reverso: 5-GCATGGACTTGTGGTCATGAG-3'.
Nesse tipo de estratégia a expressdo de um gene constitutivo, ou seja, genes que
sdo constantemente expressos. O experimento foi realizado sob as seguintes
condigbes: um ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C/5min seguido por 30 ciclos de

com as seguidas condi¢des: 95°C/30seg, 54°C/40seg e 72°C/40seg

Adicionalmente empregou-se outra forma de analise considera que a
expressao da subunidade da enzima no grupo controle (fibroblastos normais) igual a
1x para depois se determinar quantas vezes mais esta sendo expressa a enzima

nas outras amostras (Displasia, Corddo Umbilical e Tumor). Para calculo dos valores




Metodologia -

de expressao foi utilizada a técnica de Brabender e colaboradores (2002), baseada
na razao entre o Ct dos grupos analisados (64).

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA TELOMERASE

A atividade da telomerase foi mensurada por meio do kit TRAPEZE RT
TELOMERASE DETECTION KIT (MILLIPORE), que utiliza a técnica da PCR em
tempo real. As amostras foram extraidas conforme orientacdes do fornecedor e ap6s
a extracdo as amostras foram quantificadas para mensurar a concentracdo de
proteinas a serem utilizada em cada reacdo, a qual deve ser realizada com no

méaximo, 1,5 pug/uL de amostra.

Este kit infere os resultados quantitativos da atividade da telomerase, que sao
medidos através da transferéncia de energia que resulta em forma de fluorescéncia
emitida pelas amostras apos os ciclos de temperatura. Os resultados da PCR em
tempo real sdo apresentados em Cycle Threshold (Ct), que é uma intersecao entre a
curva de amplificacdo e a linha de Ct. Os resultados séo interpretados de modo que

guanto menores valores de Ct, maior a atividade da telomerase nas amostras.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos dados referentes a atividade da telomerase foi
utilizado o programa estatistico SPSS, versédo 16.0. Para avaliagdo da expressédo da
sub-unidade hTERT foi empregado o Teste Z para comparacdo dos grupos. A
avaliacdo da atividade da telomerase utilizou o teste estatistico ANOVA uma via

(one way), para avaliar se existiam diferengas estatisticas entre os grupos. Sera
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considerado como nivel de significancia p < 0,001. Os dados para comparacao da

segunda analise seréo expressos em meédia + desvio padrao.




34

Resultados

5 RESULTADOS

5.1 OBTENGCAO DOS FIBROBLASTOS A PARTIR DE TECIDO HUMANO

Os fibroblastos obtidos de pele e tecido de corddo umbilical humano, a partir
de fragmentos de pele, podem ser visualizados na Figura 5. No quadro A, pode-se
visualizar os fragmentos fixados a placa dia inicial de cultura. Nos quadros B (100 x)
e C (100x) é possivel observar que os fibroblastos se aderem, multiplicam e

expandem apos 5 e 10 dias em cultura.

Figura 5 - Fotografias das culturas de pele e fibroblastos humanos. A: tecido de pele
fragmentado colocado em cultura. B: Fibroblastos migrando do tecido para a placa
de cultura. C: fibroblastos aderidos apds a retirada do tecido.
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5.2 DIFERENCIACAO MESODERMICA DE FIBROBLASTOS E TECIDO DE
CORDAO UMBILICAL HUMANO

As células dos grupos Displasia, Controle e Corddo Umbilical apds cultivo por
4 semanas em meios especificos para diferenciacdo mesodérmica (osteogénica e
adipogénica), foram caracterizadas por meétodos de coloracdo especificos para
células 6sseas e de gordura.

Apés andlise por microscopia Optica, foi possivel observar que as células
oriundas dos trés grupos pesquisados foram capazes de se diferenciar em linhagens
Osseas (Figura 6, E, F e G) como comprovado pela coloragdo com Alizarina Red S,
que tem especificidade por precipitados de calcio, caracteristicos de células dsseas.

Em relacéo & diferenciacdo adipogénica (Figura 6, A, B e C), as células se
diferenciaram em células de gordura, caracterizadas pela coloragdo com Oil Red O,
gue € um corante que tem especificidade por concentrados de gordura presentes em
células de linhagem adipogenica. As células 3T3 que foram utilizadas como controle
de células terminalmente diferenciadas que foram coradas quando se utilizou os
mesmos corantes (Figura 6, D= cultura em meio adipogénico e H= cultura em meio

osteogénico).

Figura 6 - Fotomicrografias de culturas de fibroblastos submetidos a diferenciacdo mesodérmica.
Diferenciacdo adipogénica de fibroblastos do grupo displasia (A), controle (B) e
corddo (C). Diferenciacdo osteogénica de fibroblastos do grupo displasia (E),
controle (F) e cordao (G). Controle de células terminalmente diferenciadas (NIH3T3)
cultivadas em meio de diferenciacdo adipogénica (D) e em meio de diferenciacdo
osteogénica (H). Aumento de 100x.
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5.3 NEURODIFERENCIACAO DE FIBROBLASTOS E TECIDO DE CORDAO
UMBILICAL HUMANO

Os fibroblastos de pacientes com displasia, de individuos normais e de tecido
de corddo umbilical humano foram submetidos a neuroferenciagcdo e as células
foram avaliadas por meio da marcacdo imunofluorescente com anticorpos
especificos para proteinas neurais (Figura 7). Os fibroblastos adultos obtidos a partir
da pele de paciente com displasia e de pacientes normais, ndo se diferenciaram
(Figura 7, quadros 1 e 2), pois ndo € possivel detectar marcacdo das estruturas
neuronais (B e C) nestas culturas, as quais apresentaram somente a marcacao
nuclear (azul).

Por outro lado, quando analisamos as amostras de tecido de cordao umbilical
(Figura 7, quadro 3), que sdo células que possuem um maior poder de
diferenciacéo, (por se tratarem de células originarias de um tecido fetal), foi possivel
detectar a diferenciacdo neuronal (verde), pois além de evidenciar a marcacédo do
DAPI (Figura 7, A) também visualizamos as estruturas neuronais conferidas pelo
anticorpo Fluoropan (Figura 7, B e C).

1 A 2

Figura 7 - Fotomicrografia da imunofluorescéncia de fibroblastos humanos cultivados em meio de
neurodiferenciacdo. (1) Fibroblastos de pele de paciente com displasia; (2) fibroblasto de pele de
paciente normal; (3) fibroblastos de tecido de corddo umbilical humano. (a) coloracdo nuclear com
DAPI; (b) coloragéo das estruturas neurais com anticorpo Fluoropan e (c) sobreposicéo.
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5.4 EXPRESSAO DA TELOMERASE EM FIBROBLASTOS E TECIDO DE CORDAO
UMBILICAL HUMANO

Na Figura 8 sdo apresentado o produto da reacdo em cadeia da polimerase para
amplificacdo de um segmento do gene que codifica a porcdo hTERT da enzima
telomerase. Na coluna A549 é possivel um fragmento de 183 pb correspondente a
presenca do gene alvo na amostra avaliada. Por outro lado, ndo foi detectada a
presenca da enzima nas amostras de fibroblastos de tecido de corddo umbilical
humano (CU1, CU2 e CU3).

Figura 8 - Fotografia dos produtos da amplificacdo do segmento do gene
hTERT por PCR ap0és eletroforese em gel de agarose 2%. 100 pb: marcador de
peso molecular. A549: amostra da linhagem tumoral humana; CU1, CU2 e CU3:
amostras de tecido de corddo umbilical humano, e Mix: controle da mistura da
reacdo (negativo).

Um padrdo semelhante foi detectado nas amostras de fibroblastos de
pacientes com displasia e de pacientes normais (Figura 9, D1, PN1, PN2 e PN3),
isto é, ndo foi detectado a presenca do gene hTERT ao passo que na amostra
tumoral A549 (Figura 9, A549) foi possivel observar o produto de 183 pb indicando a
presenca da por¢do hTERT.
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Figura 9 - Fotografia dos produtos de amplificagdo do segmento do gene
hTERT por PCR ap0s eletroforese em gel de agarose 2%. 100 pb marcador de
peso molecular. A549: amostra da linhagem tumoral humana; D1: fibroblastos de
paciente com displasia; PN1, PN2 e PN3: fibroblastos de pacientes normais e Mix:
controle da mistura da reag&o (negativo).

5.5 EXPRESSAO DA SUB-UNIDADE hTERT DA TELOMERASE EM
FIBROBLASTOS E TECIDO DE CORDAO UMBILICAL HUMANO

A expressdo da sub-unidade da telomerase hTERT detectada nos
fibroblastos do paciente com displasia, dos fibroblastos de pacientes normais, de
tecido de cordao umbilical e da linhagem tumoral (A549) esta apresentada na figura
10. Os resultados estdo apresentados da maneira que o grupo controle é
considerado como tendo expressdo 1x. Assim, nos fibroblastos de paciente com
displasia a porcdo hTERT da enzima estava 61,24 vezes mais expressa e nas
células da linhagem tumoral (A549) estava 635,48 vezes mais expressa do que nos
fibroblastos de pacientes normais. Por outro lado, os fibroblastos de tecido de
corddo umbilical humano apresentaram uma expressao 2,58 vezes mais enzima do

gue o detectado no grupo Controle, isto é, fibroblastos de pacientes normais.
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5.6 ATIVIDADE DA TELOMERASE EM FIBROBLASTOS E TECIDO DE CORDAO
UMBILICAL HUMANO

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados obtidos para a quantificacdo da
atividade da enzima telomerase em fibroblastos de paciente com displasia,
fibroblastos de paciente normais, fibroblastos de tecido de corddo umbilical humano
e em uma linhagem tumoral humana. Como pode ser visualizado na tabela, a
atividade desta enzima foi maior nas células tumorais (Ct= 28,32) pois os resultados
da avaliacdo sdo expressos em valores de Cycle Threshold (Ct) e quanto menor o
valor do Ct, maior a atividade da enzima telomerase em determinada amostra. Nas

demais amostras nao foi detectada grande variagdo na atividade da enzima.

Tabela 2 - Resultados da atividade da telomerase detectada pelo ensaio TRAP.

GRUPO MEDIA Ct DP+ VARIANCIA
CONTROLE 33,73 0,91 0,45
CORDAO U. 32,88 1,14 3,54
DISPLASIA 33,56 1,18 0,51

TUMOR 28,32 0,38 0,35

5.7 COMPARACAO DA EXPRESSAO E ATIVIDADE DA TELOMERASE ENTRE OS
FIBROBLASTOS DO PACIENTE COM DISPLASIA CORTICAL, DE PACIENTES
NORMAIS, DE TECIDO DE CORDAO UMBILICAL E CELULAS TUMORAIS
HUMANAS

A comparagao da expressao da enzima nas diferentes amostras estudadas foi
analisada por meio do Teste Z. A comparacgdo leva em conta a hipétese nula de que
0 grupo controle, isto é, fibroblastos de pacientes normais possui expressao igual a
1. A maior expressdo da enzima foi detectada na linhagem de células tumorais
(Tumor= 635,48x) seguido das ceélulas do paciente com displasia (Displasia=

61,25x), entretanto, nos fibroblastos de corddo umbilical (2,58x) e nos fibroblastos de
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pacientes normais a expressdo da enzima estava bastante reduzida. Assim, na
comparacao entre os diferentes tipos celulares houve uma diferenca significativa
(p<0,001) entre a expressdo da enzima nas células tumorais e nas células dos
pacientes com relacdo aos outros grupos (pacientes normais e corddao umbilical). A
apresentacao das analises realizadas em cada amostra de todos 0s grupos pode ser

observada na figura 10.
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Figura 10 - Gréafico de coluna representando a expressédo da por¢ao hTERT da telomerase nos
diferentes tipos celulares estudados. Controle: fibroblastos de pele de pacientes
normais; Cordao umbilical: fibroblastos de tecido de corddo umbilical; Displasia:
fibroblastos de pacientes com displasia e Tumor: células da linhagem tumoral
humana A549. *(p<0,001).

Os valores de atividade da enzima telomerase foi comparada entre as médias
dos quatro grupos pelo teste ANOVA de uma via (one way). Foi detectada uma
diferencga significativa (p<0,001) somente entre a atividade da enzima nas células
tumorais e os outros trés grupos (células de pacientes com displasia, células de

pacientes normais e células de corddao umbilical) como mostra a figura 11.
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Figura 11 - Gréafico de barras representando os valores das médias dos Cts para a atividade da
enzima telomerase. Controle: fibroblastos de pele de pacientes normais; Cordéo
umbilical: fibroblastos de tecido de corddo umbilical; Displasia: fibroblastos de
pacientes com displasia e Tumor: células da linhagem tumoral humana A549.
*(p<0,001).

A apresentacdo das analises realizadas em cada amostra de todos 0s grupos

pode ser observada na tabela 3.
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Tabela 3 - Representacado dos resultados de diferenciacao, expressao de
hTERT e atividade de telomerase.

DIFERENCIACAO PCR
GRUPO  AMOSTRA A o) N  PCR RT(X) (1
PN1 + + - - 1 33,32
CONTROLE PN2 + + £ - 1 33,93
PN3 + + - - 1 33,96
cul + + + - 1,19 33,20
CORDAO U CuU2 + + + - 2,44 31,39
CuU3 + + + - 4,10 34,07
DISPLASIA D1 + + - - 61,25 33,56
TUMOR A549 nd nd nd + 63548 28,32

Controle= fibroblastos de pacientes normais; Corddo U= fibroblastos de tecido de cordéo
umbilical; Displasia= fibroblastos de paciente com displasia; Tumor= linhagem celular tumoral
A549; A= adipogénica; O= osteogénica; N=neurogénica; PCR: reacdo em cadeia da polimerase
convencional; RT(X)= expressdo da por¢cdo hTERT da telomerase por PCR em tempo real;
AT(Ct)= atividade da telomerase por meio da técnica de TRAP; (+)= positivo; (-)= negativo; nd=
ndo determinado.
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6 DISCUSSAO

Muitos estudos tém demonstrado a existéncia de diversos fatores
relacionados com o envelhecimento e proliferacdo celular. Dentre os fatores
envolvidos podemos citar a enzima telomerase, como um dos principais, devido a
sua capacidade de protecdo das extremidades cromossdmicas que esta diretamente
relacionada a integridade do material genético e senescéncia celular. Esta enzima
esta ativa em alguns tipos celulares: como as células-tronco e células cancerigenas,
0 gue sugere uma intima associacdo entre a capacidade de proliferacdo e
crescimento destas células (65). Ja nas células somaticas ditas “adultas” a atividade
da enzima néo é observada em altas concentracfes, sendo que a sua expressao vai
decaindo apds o periodo embrionario, podendo até desaparecer nas células
terminalmente diferenciadas. Até mesmo em células provenientes de cordao

umbilical que & um tecido jovem a telomerase se encontra em baixos niveis (66).

No presente estudo, ndo foi detectada a expressdo da porcdo hTERT da
enzima, corroborando dados ja descritos na literatura, como resultados obtidos por
Chen et al (2014) que demonstraram células-tronco derivadas de corddo umbilical
tendem a perder a atividade da telomerase com o aumento do tempo de cultura (67).
Nos fibroblastos provenientes das peles das abdominoplastias (grupo Controle) e da
pele do paciente com displasia ndo foi detectado expressao da enzima. O mesmo foi
observado nas culturas de fibroblastos obtidos a partir da geleia de Wharton de

cordao umbilical.

As células cancerigenas possuem altos niveis de expressao da porcao
hTERT, como foi possivel detectar nas culturas de linhagem tumoral de carcinoma
de pulmdo empregada neste estudo A549. Por meio da técnica de PCR
convencional foi possivel amplificar o fragmento de 183 pb correspondente a um

segmento do gene que codifica a porcao catalitica ("nTERT) da telomerase.
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Em células adultas, como os fibroblastos de pele de pacientes normais, nao &
comum encontrar altos niveis de expressao do gene hTERT, o que corrobora 0s
dados do presente estudo, assim como foi também observado nos fibroblastos de
tecido de corddo umbilical. Por outro lado, nas culturas de fibroblastos do paciente
com displasia foi detectado um aumento significativo nos niveis da expressao do
gene. Adicionalmente, os niveis de expressdo da hTERT nas culturas da linhagem
tumoral A549 foi extremamente elevado. Estes dados estdo de acordo com a
literatura que mostra que células cancerigenas, além de expressarem altos niveis

desta enzima, possuem alta atividade ap0s o processo de malignizacao (68, 69).

A literatura ainda carece de dados sobre a atividade de telomerase e
expressdo de hTERT em pacientes com displasia cortical de Taylor, provavelmente
devido ao fato que ndo existem muitos estudos relacionando marcadores
moleculares com essa patologia. Entretanto, se sabe que em outros tipos de
displasia, a expressdo da telomerase pode se encontrar em niveis mais elevados
gue os normais. Podemos citar como exemplo, a displasia esofagica escamosa,
onde foi detectado atividade da telomerase em 21 de 47 amostras analisadas. Os
autores do estudo sugerem que isso pode ser explicado por se tratar de um tecido
em constante renovagao ou, por esse tipo de lesdo normalmente ser precursora de

lesbes carcinogénicas (70).

Estudos que analisaram a telomerase pelo ensaio de deteccdo TRAP (método
baseado na amplificacdo das repetices teloméricas) mostraram que células da
linhagem A549 possuem expresséo trés vezes mais elevada da telomerase quando
comparadas com células-tronco embrionéarias, quando onde foi evidenciada uma
expressao (71). No presente estudo, utilizando a mesma técnica, as culturas de
células da linhagem tumoral apresentou atividade significativamente maior quando

comparada com 0S outros grupos.

Um dos critérios estabelecidos pela Intenational Society for Cellular Therapy,
para caracterizacdo das células-tronco mesenquimais, € que essas células devem
ter o poder de diferenciagdo mesodérmica (adipogénica, osteogénica e
condrogénica) (49). As células mesenquimais possuem entdo a capacidade de
diferenciar in vitro nessas linhagens. Alguns trabalhos ja& demonstraram a
capacidade de diferenciacdo mesodérmica de fibroblastos de pele, que podem dar

7

origem & tecidos de algumas linhagens tal como de osso e gordura. Como
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observado em outros trabalhos as amostras provindas dos tecidos de pele, do
presente estudo foram capazes de se diferenciar em linhagens 6sseas e de gordura,
in vitro, quando induzidas pelos meios de diferenciacdo utilizados (72, 73). As
células aqui cultivadas a partir do tecido e corddo umbilical, que passaram pelo
processo de diferenciacdo osteogénica e adipogénica, pode ser evidenciado
depositos de calcio e gordura nestas células apos o periodo de indugéo e coloracao
para caracterizacdo de células O0sseas e de gordura, mostrando que possuem

caracteristicas semelhantes as de outros dados presentes na literatura (53).

Foi induzida a diferenciacdo neural nas células dos 3 grupos pesquisados
(Displasia, Controle e Cordao Umbilical), este processo se deu pelo cultivo das
células em 3 etapas que continham 3 tipos diferentes de meios utilizados. Apos de
diferenciacdo, obtivemos resultados diferentes dentre os grupos. As células
provindas das amostras de pele dos grupos Displasia e Controle, ndo forem capazes
de se diferenciar ao serem analisadas apés a marcacao das estruturas neuronais
pelo complexo Fluoropan Neuronal Marker (anti-nucleo neuronal (NeuN), anti-
citoesqueleto neuronal (NFL), anti-microtibulo neuronal (MAP2) e anti-microtabulo
neuronal (B-tubulina Ill) para caracterizacdo da citoarquitetura), nestas células pode-
se somente observar a marcacdo nuclear que € feita pelo marcador DAPI. Um
estudo publicado por Marinowic e colaboradores (2014) de demonstrou a
capacidade de neurodiferenciacdo, diferenciacdo mesodérmica além da de
expressdo do gene de pluripoténcia KLF4 em fibroblastos NIH-3T3 comente apds
srem expostos ao co-cultivo com células mononucleares do sangue de cordao
umbilical. Os autores sugerem que essas células indiferenciadas podem ter
conferido um estado de maior plasticidade aos fibroblastos NIH-3T3 que geraram

células de linhagem mesodérmica e neural

Esse resultado difere de alguns trabalhos, tais como o de Shih et al (2005),
que observaram que células provindas de escalpo capilar teriam a capacidade de
neudiferenciagdo, entdo observaram que estas quando induzidas por meios de

diferenciacao diferentes dos utilizados no nosso projeto, se diferenciaram (74).

Por outro lado, as células-tronco derivadas do tecido de corddo umbilical, que
passaram pelo mesmo processo de diferenciacdo dos fibroblastos de pele,
obtiveram melhores resultados de diferenciacdo quando analisadas por microscopia.

Nestas células foram observadas estruturas caracteristicas de células de linhagem
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neuronal quando marcadas com Fluoropan Neuronal Marker, indicando que este tipo
celular, possui a plasticidade necessaria, ndo apenas para gerar células da linhagem
mesodérmica, como a ectodérmica gerando células neuronais. Esse potencial ja foi
demonstrado por trabalhos anteriores, indicando que células provindas da geleia de
Wharton possuem um nivel de indiferenciacédo e plasticidade que algumas células

adultas nédo possuem (75).




Conclusées

7 CONCLUSOES

Os resultados do estudo da expressao e quantificacdo do gene hTERT e da
atividade da telomerase de fibroblastos de pele de paciente com displasiacortical de
Taylor, fibroblastos de pacientes normais, fibroblastos de corddo umbilical e células
A549 de linhagem tumoral de carcinoma de pulmao, indicam que células tumorais
possuem elevados niveis de expressao e atividade da telomerase quando
comparadas com células sométicas oriundas de tecidos epiteliais e tecido de cordao
umbilical. O estudo também permite inferir que a expressao da subunidade catalitica
hTERT da telomerase esta mais expressa em células de pacientes com displasia
cortical de Taylor do que células de pele e de cordao umbilical de pacientes normais.
O estudo também mostrou que células provenientes de tecido de corddo umbilical
possuem maior plasticidade e capacidade de diferenciacdo do que fibroblastos

extraidos de pele humana.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AVALIAGAO DA ATIVIDADE DATELOMERASE EM CELULAS-TRONCO DE PACIENTES COM
DISPLASIA CORTICAL DE TAYLOR

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa intitulado “Avaliacdo da atividade da
telomerase em células-tronco pluripotente induzidas (ips) de pacientes com displasia cortical de
Taylor”

I. Justificativa e objetivos da pesquisa: A displasia cortical € uma das formas mais frequentes de
malformacdes do sistema nervoso, muitas vezes responsavel pelo desenvolvimento de epilepsia sem
resposta a medicacdo. Os fibroblastos sédo células que compdem o tecido conjuntivo (tecido que é
responsavel pela organizacdo e estrutura dos 6rgdos do corpo) e sdo encontrados em diferentes
locais, principalmente na pele. No laboratério, os fibroblastos da pele podem ser transformados em
células imaturas, podendo assim ser utilizados como Unica oportunidade para pesquisar 0s aspectos
envolvidos na formacédo e desenvolvimento das doencas nervosas e também servem de modelo para
testes de novos remédios.

Il. O objetivo desse projeto: Transformar células da pele de pacientes com displasia cortical em
linhagens de células-tronco pluripotente induzidas (células imaturas) para estudar os mecanismos
envolvidos nessa doencga.

lll. Procedimentos a serem utilizados: Durante seu procedimento cirirgico, uma amostra residual
de pele de cerca de 6 cm? sera coletada pelo seu cirurgido. Essa amostra coletada néo ira gerar
nenhum tipo de intercorréncia no procedimento cirlrgico, sera retirada das bordas da incisdo cirirgica
ndo gerando nenhum tipo de cicatriz adicional ou influéncia na recuperag¢do normal do procedimento
cirurgico que o(a) senhor(a) irh se submeter. Esse fragmento de pele sera encaminhado ao
laboratério onde sera colocado em um ambiente controlado para o crescimento das células
(fibroblastos) que compdem a camada mais interna (derme) da pele. Apés esse procedimento, as
células cultivadas serao tratadas com um conjunto de fatores genéticos para que assumam um papel
semelhante as células que comp&em os tecidos no inicio do desenvolvimento do cérebro. As células
serdo entdo colocadas em um ambiente semelhante aos que estimulam a formagédo do cérebro para
gue possam ser estudadas as possiveis altera¢des nas trajetorias de maturagdo e de migracdo das
células que formariam os tecidos cerebrais.

IV. Desconfortos ou riscos esperados: N&o existe nenhum risco na participacdo desse projeto. O
material coletado sera retirado da borda da incisdo cirdrgica durante o procedimento padrdo, ndo
gerando nenhum tipo de alteragcéo, desconforto ou dor no processo. A coleta € rapida e sera realizada
pelo neurocirurgido, ndo interferindo na atencdo do cirurgido nem mesmo no tempo normal do
procedimento cirdrgico e nos desfechos de cicatrizacdo e recuperacgéao.

V. Os beneficios que se pode obter: O Unico beneficio em participar deste programa é que, doando um
fragmento de pele durante seu procedimento cirdrgico, vocé estard contribuindo para um estudo que buscara
compreender os mecanismos envolvidos no inicio da formagéo da displasia cortical, com isso, contribuindo para
o desenvolvimento de um possivel tratamento para mesma.

VI. Custos de participacdo, liberdade de abandono e garantia de privacidade: Ndo havera, para o
participante, nenhum custo com a realizacdo da pesquisa proposta. Caso vocé decida nao participar do
programa, ndo sofrerd nenhum prejuizo no atendimento dispensado a vocé. A decisdo de ndo participar do
programa ndo ir4 afetar o seu atendimento no hospital. Serd garantida toda privacidade em relacdo a
participacdo nesse projeto, bem como os dados obtidos com o resultado dos experimentos, sendo esses
utilizados apenas em producdes cientificas com total sigilo em relagdo a identidade dos participantes.

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador
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CONSENTIMENTO PARA DOAGCAO FRAGMENTO DE PELE

Declaro que li as informagbes anteriormente descritas a respeito do projeto de pesquisa “Avaliacdo da
migracdo e neurodiferenciacdo de células-tronco pluripotente induzidas (iPS) de pacientes com
displasia cortical” e tive a oportunidade de esclarecer todas as minhas duvidas.

Aceito participar da doagdo de um fragmento de pele para o projeto proposto, com o objetivo de pesquisa, ndo
sendo usado para doagao.

S S
Assinatura do paciente Nome do paciente Data
S A
Assinatura do Pesquisador Nome do Pesquisador Data
Este formulario foi lido para (paciente) em / / pelo

(pesquisador) enquanto eu estava presente.

Assinatura da testemunha Nome da testemunha

AFIRMACAO DO INVESTIGADOR: foi oferecido ao participante a oportunidade de tirar davidas a
respeito dos riscos e desconfortos que podem se associar a participacdo no programa. Todas as
respostas foram devidamente respondidas.

Caso tiver novas perguntas sobre esse estudo, posso chamar o Dra. Denise Cantarelli Machado
(pesquisador responsavel) no telefone: (51) 3320-3000 ramal: 2364, ao pesquisador Juliano Viana
Borges, pelo fone (51) 81879252 e ao Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS pelo fone 33203345.
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ABSTRACT: The structures on the chromosome ends called telomeres are protected by an
RNA enzyme called telomerase. Its main function is to hold the loss of genetic material,
which will lead to cell senesce. The cortical dysplasia is one of the most frequent forms of
malformations of cortical development; however the genetic factors are not widely studied.
The aim of this investigation was to analyze activity and the expression of the telomerase in
patients with cortical dysplasia of Taylor, normal fibroblasts, stem cells from umbilical cord
tissue and human tumor. The hTERT expression were evaluated in fibroblasts from patient
with Taylor’s cortical dysplasia, normal fibroblasts, umbilical cord tissue and human tumor
cell line Ab49 by PCR and the telomerase activity was measured by TRAP assay. The
telomerase activity was higher in tumor cells (Ct=28.32; P<0.001), while in the other cell
types evaluated, the Ct values were similar (normal fibroblast: Ct=33.73; umbilical cord
tissue: Ct=32.88: fibroblasts from patient with Taylor’s Dysplasia: Ct=33.56). The expression
of hTERT was higher on fibroblasts from patient with Taylor's Dysplasia (61.25 times) and
tumor cell line A549 (635.48 times) when compared with normal fibroblasts (P<0.001). As
expected, this study has shown that the telomerase was more active and had higher
expression in the tumor cell line considering that tumor cells behave as embryonic cells by
reactivating the enzyme activity. However, we also shown that in a disease related with a
development disorder such as the Taylor’s dysplasia, this enzyme also have re-activated its
activity or never lost it completely. This finding requires further investigation.

Keywords: Telomerase; Taylor's Cortical Dysplasia; Umbilical Cord Tissue; Normal Skin
Fibroblasts and A549 cell line.
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Introduction

The structures on the chromosome ends called telomeres are protected by an RNA
enzyme called telomerase. Their main function is to hold the loss of genetic material,
which will lead to cell senesce. (1). The telomerase complex consists of two main
units: the RNA functional component (hTERC), which serves as a template for
telomeric DNA synthesis, and catalytic moiety (hTERT) with reverse transcriptase

activity that synthesizes telomeric chain (2).

Most somatic cells have undetectable telomerase activity after the embryonic phase
due to the loss of its subunits transcription. So, after cell divisions, there is no way to
prevent telomere shortening that occurs with each cell division (3). In other cells, this
enzyme is required for long-term maintenance of the proliferative capacity, like the
stem cells and cancer cells (4). The explanation for the low activity of the enzyme, is
that differentiated cells do not express the catalytic portion of the enzyme (hTERT)
that is expressed only on undifferentiated cells and/or malignant (5-7). Studies have

shown that in tumors has telomerase activity (6, 8).

Stem cells can be of great help to study of diseases and their origins (9). Among
them, we can mention the mesenchymal stem cells, which can be derived from
various sites of our body. The mesenchymal cell is widely used because they are
cells that have a great degree of plasticity and are easily collected (10, 11). They are
present in tissues such as bone marrow, adipose tissue and umbilical cord tissue
(12-14).

The cortical dysplasia is one of the most frequent types of malformations of cortical
development, with a condition that causes a large portion of partial epilepsy
refractory to drug treatment (15). The focal cortical dysplasia consists of various
heterogenic groups of cortical lesions and can also be described as cortical
dysgenesis or neuronal migration disorder. The focal cortical dysplasia includes
many types of modifications divided into two main groups: 1) Abnormalities in cortical
architecture: a columnar disorganization given by the formation of vertically oriented
micro-columns formed by at least eight neurons and a laminar interruption by
changing the composition of the sixth tangential layer of the cortex; 2) cytological
abnormalities: hypertrophic neuronal cells outside the anatomical site. Among this

group of abnormal cells, include: dysmorphic neurons; baloon cells - these are the
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features of Cortical Dysplasia Taylor, described the first time in 1971 (16, 17). The
diagnosis of dysplasia is normally performed by neuroimaging, magnetic resonance
and anatomopathology after biopsy analysis (18). Genetic aspects of cortical
dysplasia are not commonly investigated mainly due to the limited number of cases is
the lack of adequate experimental models. The study and evaluation of activity and
expression of telomerase is important in patients with cortical dysplasia of Taylor to
have a better biological, physiological, and aging explanation of this pathology.
Therefore, we evaluate the telomerase expression and activity of fibroblasts from
umbilical cord tissue, normal skin tissue, and skin tissue from patient with Taylor’s
cortical dysplasia, and lung tumor cell line in order to investigate its role on a

developmental related disease.




Anexo 3 - Artigo o2

Materials and Methods
Ethical issues

This study was approved by Scientific Committee of Geriatrics and Gerontology
Institute and the Research Ethical Committee of Pontifical Catholic University of Rio
Grande do Sul (PUCRS). The samples were obtained after the patients signed the

informed consent.

Samples

Three samples of normal skin fibroblasts were obtained from three different healthy
patients undergoing abdominoplasty; tissue from three umbilical cord and skin
fibroblasts from one patient with Taylor's Cortical Dysplasia from Plastic Surgery,
Obstetrics Center and Epilepsy Surgery Center from Hospital S&o Lucas da PUCRS.
The lung carcinoma cell line A549 (ATCC CCL-185) was also investigated. For
analysis, the samples were divides into the following groups: normal skin fibroblasts
(control), umbilical cord tissue, fibroblasts of patient with dysplasia cortical of Taylor

and tumor cell line A549.

Normal skin fibroblasts collection and culture

Normal skin fibroblasts were obtained from skin abdominoplasty after fat removal.
The skin was cut into small pieces and transferred into culture plates. The tissue was
initially cultured with DMEM (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Gibco), 100 U/mL penicillin (Gibco), 100 U/mL streptomycin (Gibco), 100 ug/mL
gentamicin (Gibco) and 20 ng/mL fibroblast growth factor (FGF) (Gibco) at 37°C with
5% CO, for 10 days. After this period, the skin fragments were removed, leaving only

the fibroblasts attached to the culture plate.
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Skin fibroblasts from patient with Taylor’s Cortical Dysplasia:

A piece of skin was taken from a patient with Taylor's cortical dysplasia and
fragmented into small pieces. The fragments were transferred to culture dishes
containing DMEM (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco), 100
U/mL penicillin, 100 U/mL streptomycin (Gibco), 100 ug/mL gentamicin (Gibco) and
20 ng/mL fibroblast growth factor (FGF) (Gibco) and cultured at 37°C with 5% CO,
for 10 days. After this period, the skin fragments were removed, leaving only the
fibroblasts attached to the culture plate.

Fibroblasts from umbilical cord tissue

The umbilical cord samples were taken from umbilical cord tissue of three patients.
The blood was aspirated followed by dissection of the region of interest cells that are
located in gelatinous material, known as Wharton's jelly. The target tissue was
fragmented and transferred into a plate and then cultured in DMEM (Gibco)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco), 100 U/mL penicillin (Gibco), 100
U/mL streptomycin (Gibco), 100 ug/mL gentamicin (Gibco) and 20 ng/mL growth
factor fibroblast (FGF) (Gibco) at 37°C with 5% CO, for 10 days. After the culture
period, the cord fragments were removed, leaving only the fibroblasts attached to the

culture plate.

Mesodermal differentiation

According to the International Society of Cellular Therapy the requirements for a cell
population to be considered undifferentiated such as a stem cell it should present
some features such as: adherence to the plastic culture surface, capability of
mesodermal lineage differentiation and a profile of specific cluster differentiations
(19). Therefore, we performed mesodermal differentiation to determine the plasticity
of the different cells evaluated in the present study. The adipogenic differentiation
was induced by culturing the cells with DMEM (Gibco) containing 10-8 mol/L
dexamethasone and 5 mg/mL insulin (sigma-aldrich), and osteogenic differentiation

by culturing the cells with  DMEM (Gibco) supplemented with 10-8 mol/L
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dexamethasone (Sigma-Aldrich), 5 mg/mL ascorbic acid 2-phosphate (Sigma-
Aldrich), and 10 mmol/L of B-glycerophosphate (Sigma-Aldrich) for four weeks (20).

Neural differentiation

The neural differentiation was induced as described by Song et al. (2008) with some
modifications. Cells were cultivated in DMEM (Gibco) supplemented with 0.001% [3-
mercaptoethanol (Gibco), 10% fetal bovine serum, (Gibco) 100 IU/mL penicillin
(Gibco), 100 IU/mL streptomycin (Gibco) and 100 mg/mL gentamicin (Gibco), for
three days. The culture medium was replaced with DMEM/F12 (Gibco) containing
fetal bovine serum, penicillin, streptomycin, and gentamycin for a further three days.
The cells were then transferred to six-well plates and cultivated with Neurobasal
Medium N5 (Gibco) supplemented with 20 ng/mL brain-derived neurotropic factor
(BDNF) (Sigma-Aldrich), 20 ng/mL granulocyte colony-stimulating factor (GCSF)
(BERGAMO, Sé&o Paulo, Brazil), fetal bovine serum (Gibco), penicillin (Gibco),
streptomycin (Gibco), and gentamicin (Gibco). The cells were cultured for a further

period of seven days (21).

Histological staining for osteocytes and adipocytes

To confirm the cell differentiation, cells were washed with Dulbecco’s phosphate-
buffered saline (DPBS) (Gibco) and fixed with 4% paraformaldehyde at room
temperature, followed by Oil Red O staining (Sigma-Aldrich) to label adipocytes, and
Alizarin Red S (Merck, Darmstadt, Germany) staining to detect calcium deposits
characteristic of the osteogenic lineage. Staining was also performed in NIH-3T3
fibroblasts (ATCC-CRL-1658) co-cultured with cord blood without being
differentiated.

Immunocytochemistry for neural markers

When neural differentiated was reached, the culture medium was discarded, and the

cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min. After a wash with DPBS

(Gibco), 1 mL per well of blocking solution (fetal bovine serum and bovine serum
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albumin (Gibco)) was added, and the cells were incubated for 1 hour at room
temperature. Folowed by incubation at room temperature for 2 hours with the
FluoroPan Neuronal Marker (Chemicon, Temecula, CA), which contains FITC
conjugated anti-neuronal nuclei (NeuN), anti-neuronal cytoskeleton (NFL), anti-
neuronal microtubule (MAP2), and anti-neuronal microtubule (B-tubulin II1). The
antibodies were diluted (1:100) in blocking solution to characterize the cells
cytoarchitecture and neuronal polarization. Then, 0.01% 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich) was added for nuclear staining. The cultures
were washed twice with DPBS (Gibco) buffer and analyzed using a LSM-5 Exciter
confocal microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). For quantitative analysis,
ten visual fields were randomly selected under a 20x objective lens, each containing
at least 20 cells marked with DAPI (Sigma-Aldrich).

RNA extraction and cDNA synthesis

The RNA from fibroblasts from patient with Taylor’s cortical dysplasia, normal skin,
umbilical cord tissue and the tumor cell line A549 were extracted using the SV Total
RNA-kit (Promega) and a cDNA synthesis was performed by the SuperScript I

Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) according to manufacturer’s instructions.

Detection of hTERT portion of telomerase by polymerase chain reaction (PCR)

PCR was performed to determine the expression hTERT, from cDNA obtained
according to previous section. The primers sequences used in the reactions were:
foward 5-AGAGTGTCTGGACAAGTTGC-3’, and reverse 5'-
CGTAGTCCATGTTCACAATCG-3. The PCR conditions was as follows: an initial
cycle of denaturation at 95°C/5 min, 30 cycles of 95°C/30 sec, 54°C/40 sec and
72°C/40 sec. PCR products were visualized after electrophoresis separation on 2%

agarose gel.

Expression of sub-unit hTERT of telomerase by real time PCR

The real-time PCR was used to quantify the expression of hTERT. For quantification

and comparison between samples, an endogenous control reaction of GAPDH gene
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was used with the forward primer 5'-CCATCACCATGTTCCAGGAG-3', and reverse
primer 5-GCATGGACTTGTGGTCATGAG-3'. Additionally, another form of analysis
that considers the expression of hTERT in the normal fibroblasts (control group)
equal to one time was also applied to determine how many times the enzyme was
expressed in the other samples. To calculate the expression values, the Brabender
technique (2002) based on the ratio between the Ct of the groups was used (22).

Telomerase activity quantitation

The RT trapeze Telomerase Detection Kit (Millipore) based in the PCR real time
technique was used. The samples were extracted according to the supplier's
directions, and after extraction, the protein concentration was measured. Each
reaction was performed with at the most 1.5 mg/uL of protein.

The real time PCR results are shown as Cycle Threshold (Ct). The results are
interpreted in a way that the smaller the Ct values are, greater telomerase activity is

in the samples.
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RESULTS

Mesodermal differentiation of fibroblasts and umbilical cord tissue

The normal fibroblasts, fibroblasts of Taylor’s cortical dysplasia, and fibroblasts from
umbilical cord tissue were characterized by specific staining methods for bone and
fat cells (osteogenic and adipogenic).

We observed that cells derived from all three fibroblasts from the different origins
were capable to adipogenic differentiation (Figure 1: A, B and C). The cells
differentiated into adipocytes, which are characterized by Oil Red O staining (Sigma-
Aldrich), which is fat specific dye.

Regarding to osteogenic differentiation, all cells were able to differentiate into bone
cells (Figure 1: E, F and G) as evidenced by Alizarin Red S stain (Merck), which is
calcium specific dye.

The NIH-3T3 (ATCC) cultures were used as control of terminally differentiated cells
and were stained with the same dyes (Figure 1, D = adipogenic culture medium and

H = osteogenic culture medium), to prove its fully differentiation.

Fibroblasts and umbilical cord tissue neural differentiation

Fibroblasts from patient skin with dysplasia, normal skin and umbilical cord tissue
were cultivated with neural differentiation media and the cells were evaluated by
immunofluorescence staining with neural specific antibodies (Figure 2). Adult
fibroblasts obtained from patients with dysplasia and from normal skin did not
differentiate as shown in Figure 2 (Photomicrography 1 and 2). it was not possible to
The neuronal structures did not stained (B and C) and in these cultures only nuclear
staining (blue) is detectable.

On the other hand, when examining samples from the umbilical cord tissue (Figure 2,
Photomicrography 3), it was possible to observe a clear neuronal marker (green),

conferred by Fluoropan antibody (Photomicrography 3, B and C).
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Telomerase expression in fibroblasts and umbilical cord tissue

The Figure 3 and 4 has shown the PCR product amplification of a coding segment
corresponding the hTERT portion of telomerase gene. Only in the A549 cultures cells

was possible to detect the fragment of 183 bp corresponding to the target gene.

hTERT telomerase subunity expression in fibroblasts and umbilical cord tissue

The expression of hTERT was determined by RT-PCR and the results are shown in
Graph 1. For the analysis, the control group (normal fibroblasts) was deemed to have
expression equal to one. Therefore, the hTERT portion of the enzyme in fibroblasts
from Taylor’s Cortical Dysplasia was 61.25 times more expressed and in the tumor
line cells (A549) it was 635.48 times more expressed (P< 0.001). On the other hand,
fibroblasts from human umbilical cord tissue showed a 2.58 times more expression

than fibroblasts of control group and this difference was not significant.

Telomerase activity in fibroblasts and umbilical cord tissue

The results of telomerase activity were expressed in Cycle Threshold (Ct) values
(Graph 2). The lower the Ct values, higher telomerase activity. Among the samples
analyzed, fibroblasts from normal skin, Taylor’s cortical dysplasia and umbilical cord
tissue presented similar Ct average values. However, the tumor cell line (A549) has
shown a lower Ct value indicating that these samples have higher telomerase activity
(P< 0.001).

Overall analysis of telomerase activity and expression on fibroblasts and

umbilical cord tissue

The Table 1 summarizes the data obtained in the present study. It shows the
differentiation capability of all three fibroblasts from the different origins, as well as

hTERT expression and quantization and the telomerase activity.
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DISCUSSION

Many studies have demonstrated that several factors are related to cell proliferation
and aging. Among the factors involved we can mention the enzyme telomerase,
considering their ability to protect the chromosome ends that is directly related to
genetic integrity and cellular senescence. This enzyme is active in a few cell typesas
the stem cells, and cancer cells, suggesting a close association between the ability of
these cells to proliferate and growth (23). The enzyme activity of is not found in high
levels in "adult" somatic cells, and its expression decays after the embryonic period,
and it may disappear in terminally differentiated cells. Even in cells from umbilical
cord which is a young tissue, the telomerase levels are low (24). In the present
investigation, the enzyme expression was not detected in normal fibroblasts and
fibroblast from patient with Taylor’s cortical dysplasia cultures, neither fibroblast from
the umbilical cord Wharton's jelly, confirming their mature differentiation stage. On
the other hand, high levels of hTERT portion expression were detected in the tumor
lung carcinoma A549 cells used in this study as expected by its malignant
phenotype, feature confirmed by the detection of a 183 bp fragment corresponding
to a gene segment of the catalytic portion (nTERT) of telomerase.

Adult cells such as fibroblasts from normal skin and from umbilical cord tissue are not
common present high levels of hTERT expression, corroborating the results obtained
in the present study (25). Moreover, the fibroblast culture from patient skin with
Taylor’s dysplasia has shown a significant increased levels of hTERT expression. In
addition, the hTERT expression levels from tumor cell line A549 was extremely high.
These data are consistent with the others data that described in the literature
showing that cancer cells have high activity and high expression levels telomerase
after the malignant transformation (25, 26).

The literature still lacks data on telomerase activity and hTERT expression in skin
fibroblast from Taylor's cortical dysplasia, probably because there are not many
studies investigating the molecular markers related with this pathology. However, it is
known that in other types of dysplasia, the telomerase expression can be higher than
normal as revealed by Yu and colleagues that shown telomerase activity in 21 of 47
samples from esophageal squamous dysplasia. The authors suggested that it can be
explained by a constant renewal characteristic of this type pathology that will

probably be a precursor of carcinogenic lesions (26).
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Studies that analyzed the telomerase by TRAP detection assay (method based on
amplification of telomeric repeats), showed that tumor cells line A549 have
telomerase expression three times higher when compared to embryonic stem cells
(27). Using the same technique, we were also able to prove that the tumor cell line
A549 showed higher activity when compared to the other groups (p <0.001).

One of the criteria for of mesenchymal stem cells characterization was established by
the Intenational Society for Cellular Therapy. The cells must have mesodermal
differentiation capability (adipogenic, osteogenic and chondrogenic) (19). It has been
demonstrated the mesodermal differentiation capacity of skin fibroblasts, which can
give rise to tissues of distinct lineages such as bone and adipose tissue (28-30). In
the present study, with the exception of tumor cell line, all other cell types
differentiate into the osteogenic and adipogenic lineage.

Neural differentiation was induced in fibroblasts derived from the three types of tissue
used in this study (normal fibroblasts, fibroblasts from patient with Taylor’s cortical
dysplasia and umbilical cord tissue), when cultured with specific media. The cultures
of fibroblasts derived from normal patients and patients with dysplasia have not been
able to differentiate into neuronal cells. However, cultures from umbilical cord tissue
fibroblasts showed the neuronal structures as detected by Fluoropan Neuronal
Marker sataining (anti-neuronal nuclei (NeuN), anti-neuronal cytoskeleton (NFL),
neuronal anti-microtubule (MAP2) and neuronal anti-microtubule (B-tubulin III to
characterize the cytoarchitecture).

Marinowic and coworkers (2014) demonstrated the ability of neural differentiation,
mesodermal differentiation and of pluripotency marker expression (KIf4) in NIH 3T3
fibroblasts when submitted to co-culture with mononuclear cells from umbilical cord
blood. The authors suggest that these stem cells may give the support to the
fibroblasts plasticity and subsequent differentiation ability after co-cultivation (31).
However, a controversial study realized by Shih et al (2005), differentiate hair scalp
into neural lineage. It is noteworthy that the neural differentiation media employed by
Shih group was not the same used on our study (32).

The neuronal differentiation displayed by fibroblasts derived from umbilical cord
tissue can be explained by their undifferentiated origin, indicating that this cell type
possesses the necessary plasticity, not only to generate mesodermal but also

ectodermal lineage cells. This potential has been shown by previous studies,
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indicating that cells derived from Wharton's jelly have a differentiation and plasticity
features distinct from adult cells (33).
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CONCLUSION

Results of the study indicate that tumor cells have higher expression and activity
levels of telomerase when compared to somatic cells derived from epithelial tissues
and umbilical cord tissue. Indeed, the hTERT catalytic subunit of telomerase is more
expressed in fibroblast from patient with Taylor's cortical dysplasia than in normal
fibroblasts from skin or from umbilical cord tissue. Additionally, cells from umbilical
cord tissue have higher plasticity and differentiation capacity than fibroblasts from

human epithelial origin.
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FIGURES, TABLES AND GRAPHS

Figure 1. Photomicrography of fibroblast cultures submitted to mesodermal
differentiation. Adipogenic differentiation of fibroblasts dysplasia group (A) normal
fibroblasts (B) and fibroblasts from umbilical cord tissue (C). Osteogenic
differentiation of fibroblasts dysplasia group (E) normal (F) and umbilical cord (G).
Control terminally differentiated cells (NIH-3T3) cultured in adipogenic (D) and
osteogenic (H) differentiation medium (100x).
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Figure 2. Photomicrographys of immunofluorescence from human fibroblasts
cultured with neural differentiation medium. (1) skin fibroblasts from Taylor's
dysplasia patient; (2) normal skin fibroblasts; (3) fibroblasts fromhuman umbilical cord
tissue. (A) Nuclear staining with DAPI; (b) staining of neuronal structure Fluoropan
antibody and (c) overlap.
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Figure 3. Photography of hTERT segment gene amplification by PCR after
electrophoresis in agarose gel 2%. 100 bp: molecular weight marker 100 bp; A549:
human lung tumor cell line; CU1, CU2 and CU3: fibroblasts from umbilical cord

tissue; Mix: PCR reaction mixture without DNA (negative).
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Figure 4. Photography of hTERT segment gene amplification by PCR after
electrophoresis in agarose gel 2%. 100 bp: molecular weight marker; A549: human
lung tumor cell line; D1: skin fibroblast from Taylor’s dysplasia patiente; PN1, PN2
and PN3: skin fibroblasts from normal patients; Mix: PCR reaction mixture without
DNA (negative).
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Graph 1. Bar graph depicting the hTERT portion of telomerase expression by
cell types studied. Control: normal skin fibroblasts; Umbilical cord: fibroblasts from
umbilical cord tissue; Dysplasia: skin fibroblasts from Taylor’s dysplasia patient; and
tumor: human lung tumor cell line A549. * (P <0.001).
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Graph 2. Bar graph representing the Ct mean values of telomerase activity.
Control: normal skin fibroblasts; Umbilical cord: fibroblasts from umbilical cord tissue;
Dysplasia: skin fibroblasts from Taylor’'s dysplasia patient; and tumor: human lung
tumor cell line A549. * (P <0.001).
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TABLE 1. Overview of differentiation and expression of hTERT, and telomerase
activity from epithelial tissues, umbilical cord tissue and human lung tumor
cell line cultures.

DIFFERENTIATION PCR

GROUP SAMPLE A O N PCR RT(X) )
PN1 + + - - 1 33,32
CONTROL PN2 + + - - 1 33,93
PN3 + + - - 1 33,96
Cul + + + - 1,19 33,20

UMBILICAL
CORD Cu2 + + + - 2,44 31,39
Cus + + + - 4,10 34,07
DYSPLASIA D1 + + - - 61,25 33,56
TUMOR A549 nd nd nd + 635,48 28,32

Control= fibroblast of normal patients; Umbilical Cord= fibroblasts of umbilical cord tissue; Dysplasia=
fibroblasts of dysplasia patient; Tumor= tumor cell line A549; A= adipogenic; O= osteogenic;
N=neurogenic; PCR: convencional polymerase chain reaction; RT(X)= expression of hTERT portion of
telomerase by PCR real time; TA(Ct)= telomerase activity by TRAP; (+)= positive; (-) = negative; nd=
non determited.
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