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INTRODUGAO

A reprogramacao celular, descrita em 2006 por Shinya
Yamanaka, € o processo no qual uma celula ja especializada
se torna novamente indiferenciada (pluripotente), por meio
da expressao forcada e transitoria de fatores de transcricao
especificos. Essas celulas, denominadas celulas
pluripotentes induzidas (IPS), sdo similares as células tronco
embrionarias. Esses fatores de ftranscricao, usados para
reprogramar as celulas, estao relacionados com a
manutencao da pluripotencialidade das celulas tronco e
acredita-se que eles estejam diretamente ligados com a
progressao € agressividade tumoral. O objetivo deste
trabalho € estudar o efeito do silenciamento, mediado por
shRNA, de fatores de reprogramacgao celular especificos (c-
myc, nanog, sox-2, kif4 e oct-4) na proliferacdo, morte e
resistencia ao tratamento com quimioterapicos em gliomas.

METODOLOGIA

O silenciamento fol mediado pela insercao de um vetor viral
contendo a sequencia de shRNA especifica para os fatores
de interesse. A confirmacdo da transducao foi realizada por
meio de selecao com puromicina. As linhagens celulares de
glioma C6 (rato), selvagem e silenciadas para fatores de
reprogramacao especificos, foram mantidas em condicdes
padrao. Para avaliar possiveis diferengas no crescimento,
morte e resisténcia das linhagens de glioma selvagens e
silenciadas, foram realizados ensaios de proliferacao celular
com 0s quimioterapicos Doxorrubicina na concentragao 10
nM e Cisplatina na concentracao 1 uM, ensaio clonogénico
para avaliar o numero e tamanho das colonias formadas
com o quimioterapico Temozolomida na concentragao 30 uM
e ensaio de migracao celular (scratch-wound). A analise do
numero e area das colonias foi feita utilizando os programas
Image J e Image Pro-Plus, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O tratamento com Doxorrubicina 10 nM, causou uma
diminuicao significativa da viabilidade celular nos clones
silenciados para sox2, oct-4, c-myc, klf4 e para os dois clones
de nanog (p<0,05, em comparacdo com suas respectivas
linhagens nao tratadas. O tratamento com Cisplatina 1 yM nao
mostrou diferencgas significativas de viabilidade.
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O tratamento com Temozolomida 30 uM (TMZ), por 7 dias,
houve a diminuicao do numero de colonias formadas para
todos o0s clones silenciados, em comparacao com sua
respectiva linhagem nao tratada, porem essa diminuicao nao
se mostrou significativa quando comparada com a linhagem
selvagem. O tratamento com Temozolomida 30 uM tambem
se mostrou eficaz na diminuicdo da area das colbnias
formadas nos clones silenciados quando comparados com
suas respectivas linhagens n&o tratadas, porem essa
diminuicao nao se mostra significativa quando comparada
com a linhagem wt.

Migracao celular - células C6

nanog 2
nanog 1 Figura 3. Ensaio de
migracao celular (scratch-
wound). Porcentagem de
migracao celular da
linhagem C6 wt, controle
c-myc e clones silenciados para
Controle , fatores de transcricao, em
wt comparacao com sua

respectiva linhagem (t =
300 40,0 50,0 60,0 4 28h). n=2

% de migragao

oct-4
kif4

SOx2

Ha diferencas na capacidade de migracao celular das dos
clones silenciados em comparacao com a linhagem wt, para
um tempo de 28 horas.

PERSPECTIVAS

Concluir a confirmacdo do silenciamento. Experimentos in
vivo para avaliar diferencas no crescimento tumoral. Ensaios
complementares de migracao e ensaios de proliferacao
celular. Analise estatistica.
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