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Em 2006, Takahashi e Yamanaka publicaram um trabalho pioneiro em que células
fetais e adultas de camundongo tiveram o seu estado diferenciado alterado pela expresséo de
quatro fatores de transcri¢cdo, reprogramando uma pequena fracdo destas em células
pluripotentes induzidas (iPSCs). Entretanto, uma das caracteristicas fundamentais das iPSCs é
a formacéo de teratomas, crescimentos malignos caracterizados pela presenca de células dos
trés folhetos embrionarios, que impediriam o uso clinico dessas células. O objetivo desse
trabalho é produzir uma metodologia para avaliar o potencial tumorigénico de iPSCs que seja
facilmente aplicavel em cultura. Para isso optamos pelo uso de uma linhagem, a P19 que é
derivada de teratocarcinoma de camundongo e que apresenta as caracteristicas semelhantes
das iPSCs.

Células da linhagem P19 foram silenciadas para os fatores de Yamanaka (Oct4, Sox2,
c-Myc e KIf4) além de Nanog. Avaliamos a proliferacdo dessas células pelo método de
Cumulative Population Doubling em que 7000 células foram plagueadas e no dia 3 elas foram
dissociadas e contadas em hemocitémetro. Células foram replaqueadas e contadas novamente
no dia 5 e 7. Os valores obtidos por dia foram colocados na formula PD = (LOG(Ni)-
LOG(Nf))/LOG(2), sendo Ni o valor inicial de células (7000 células) e Nf o valor total de
células obtidas ap6s cada dia de contagem. O Cumulative Population Doubling (CPD) é o
resultado da soma dos valores de PD obtidos por dia. Também avaliamos a capacidade dessas
células formarem col6nias pelo ensaio clonogénico em que 100 células foram semeadas em
placa de 6 pocos e cresceram por 10 dias. Ap6s o décimo dia, as coldnias foram fixadas com
metanol e coradas com cristal violeta e 0 nimero de col6nias foi contado. Avaliamos também
se o silenciamento afetou a capacidade dessas células migrarem pela técnica de Scratch onde
45000 células foram plagueadas em placa de 24 pocos, apds 2 dias foi feito um risco no pocgo.
A migracdo foi avaliada nos tempos 0 h, 6 h e 24 h, em que foi acompanhado o tempo que as
células demoram para fechar o risco.

Os resultados de CPD mostraram que a linhagem silenciada para c-Myc teve reducéo
na proliferacdo enquanto que a para Klf4 teve um aumento na proliferagdo. As demais
linhagens proliferaram igual a célula selvagem. O ensaio clonogénico mostrou que nenhuma
linhagem teve a capacidade de formar col6nias alterado. Resultados preliminares da migracao
mostraram que a linhagem silenciada para Nanog migrou tanto quanto o selvagem, enquanto
as demais linhagens migraram menos.

A proxima etapa desse trabalho € avaliar a capacidade das células silenciadas em
diferenciar em células derivadas nos trés folhetos embrionarios.



