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» Em 2006, Takahashi e Yamanaka publicaram um trabalho
onde celulas fetais e adultas de camundongo tiveram o seu
estado diferenciado alterado pela expressao de quatro fatores
de transcricao, reprogramando uma pequena fracao destas
em células pluripotentes induzidas (iPSCs).

» A aplicacdo terapéutica direta destas células ainda esbarra
no seu potencial tumorigénico, uma vez que a formacao de
teratomas (crescimentos malignos contendo células dos trés
folnetos embrionarios) € um dos principais testes para
confirmar a obtencao de iPSCs.

» Ainda nao existem ferramentas que permitem avaliar se
uma ceélula derivada de IPSC € segura para se usada e por
ISSO 0 desenvolvimento de uma metodologia que possa
identificar e eliminar as celulas potencialmente tumorigénicas

é fundamental para o uso seguro de célular derivadas de
IPSCs.

Estabelecer uma ferramenta para avaliar a agressividade das iPSCs e
usa-la para testar estratéegias geneéticas e farmacologicas que possam
diminuir a agressividade tumorigénica dessas células.

» Células da linhagem P19 (teratocarcinoma de camundongo semelhante as iPSCs)
foram cultivadas em condicdo padrao com DMEM Low Glucose suplementado com soro
fetal bovino 10 %;

» Silenciamento por shRNA: sequéncias de shRNA comerciais para Oct4, Sox2,
Kif4, c-myc e Nanog (2 sequéncias) além de uma sequéncia controle foram transduzidas
utilizando vetor lentiviral. Apds, as células foram selecionadas com puromicina por 10
dias;

» RT-PCR: RNA das células foi extraido e quantificado. PCR utilizando primers
especificos para os genes de interesse foi realizado para comprovar o silenciamento.

» Western Blot: Células foram lisadas e a concentragédo da proteina foi quantificada.
Apos realizaou-se o blotting usando anticorpos especificos para as proteinas de
interesse para comprovar o silenciamento.

» Ensaio Clonogénico: 150 células foram semeadas em placa de 6 pogos e mantidas
em cultura por 10 dias. Apos foram fizadas por 5 minutos com metanol e coradas com
cristal de violeta.

» Cumulative Population Doubling (CPD): 70000 células / pogo foram semeadas.
Population doubling (PD) foi determinado de acordo com a formula PD = [log
N(t)*logN(to)}/log 2, onde N(t) € o numero de células por pogo no dia da passagem e
N(to) € o numero de células semeadas na passagem anterior. A soma dos PDs foi
plotada versus os dias de contagem.

» Ensaio de Scratch: Células foram semeadas em pocos de placa 24. 24 horas apos
foi feito um risco na placa. A capacidade das células de fechar o risco (migrar) foi
acompanhado por 6 € 24 horas. O tamanho do risco foi analisado via software ImageJ.

A morfologia das células apos a transducao sao apresentadas
na Figura 1. Através de Western Blot para Oct4 e de RT-PCR
para os demais genes, vimos reducao ou auséncia da
expressao correspondente ao gene silenciado (Figura 2).

Figura 1 — Células P19 foram cultlvadas usando DMEM 10 % SFB e foram transdu2|das usando shRNA.
(A) P19 selvagem — P19.wt; (B) P19 transduzida com a sequéncia controle — P19.GFPi; (C) P19 silenciada
para Nanog — P19.N1; (D) P19 silenciada para outra sequéncia de Nanog — P19.N2; (E) P19 silenciada
para c-myc — P19.M; (F) P19 silenciada para Sox2 — P19.S; (G) P19 silenciada para KIf4 — P19.K; (H) P19
silenciada para Oct4 — P19.0. Aumento: 100x

Klf4 c-Myc Sox 2
Nanog 1

Figura 2 — Western blot (Oct4) ou RT-
PCR (demais genes) foi realizado

Kd GFPi. Wt
octaA para avaliar a eficiéncia do
Oct4B  silenciamento. Como controle utilizou-
se a linhagem selvagem (wt) e o

controle da transdugao (GFPi).

Células transduzidas apresentaram proliferacao semelhante,
exceto para as silenciadas para c-myc e Klf4 (Figura 3A). A
capacidade de formar colénias nao foi afetado pela transducao
(Figura 3B). A capacidade de migracao tendeu a ser menor nas
silenciadas para Oct4 e Sox2 (Figura 3C).
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Figura 3 — (A) A capacidade de proliferacao foi
medido por CPD, n=3. (B) Ensaio clonogénico

40 4 foi realizado para medir a capacidade de
| formacao de colbnias apds 10 dias, n = 4 exceto
20 ] I I c-myc n=3. (C) Ensaio de scratch foi realizado
10 4 para medir a capacidade de migracao das
0 células, n=1.
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P Comprovar o silenciamento das células transduzidas por Western blot;

P Finalizar a andlise da migrac3o;

P Verificar se as células transduzidas ainda possuem a capacidade de se diferenciar em células
derivadas nos trés folhetos embrionarios.
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