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1 INTRODUCAO

Estudos apontam para o envolvimento de células tronco (CT) soméaticas no
processo oncogénico, devido as suas propriedades de auto-renovacao,
diferenciacdo e proliferacdo ilimitada. Uma condicdo para a ocorréncia dessas
propriedades € a ativacdo de determinados genes. O gene Oct-4 € um marcador
especifico para totipoténcia e um regulador critico de pluripotencialidade em
embrides de mamiferos e em células germinativas. A presenca de pseudogenes Oct-
4 tem sido identificada em células de cancer. Alguns marcadores de células
pluripotentes tém sido associados ao fenétipo de resisténcia a multiplas drogas
(MDR). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se o silenciamento do pseudogene
Oct-4 (POUS5SF1B) influencia na expressao do gene MDR1 na linhagem
eritroleucémica MDR K562-Lucena (Lucena) e se as células silenciadas se tornam
mais sensiveis ao quimioterapico vincristina (VCR), utilizado para induzir o fenétipo
de resisténcia nestas células.

2 REFERENCIAL TEORICO

As células tronco tumorais apresentam potente iniciacdo tumoral e
capacidade de auto-renovacao e de diferenciacao (Bonnet & Dick, 1997). Marques e
colaboradores (2010) demonstraram que a expressdo génica do fator Oct-4 na
linhagem celular leucémica Lucena (MDR), sugerido como marcador de células
tronco tumorais (CTTs), foi elevada. Este fator tem sido amplamente estudado e foi
descoberto a existéncia de pseudogenes Oct-4 (Liedtke et al., 2007). Pseudogenes
podem mediar a funcdo regulatéria de células tronco (Lin et al., 2007). O
pseudogene POUS5SF1B tem sido encontrado em alguns tipos de cancer (Hayashi et
al., 2015; Jiang et al., 2014). O gene ABCB1 (MDR1), um dos responséaveis pelo
fendtipo MDR, € o gene que codifica a glicoproteina P (gp-P) (Sonneveld & Wiemer,
1997).

3 MATERIAIS E METODOS (ou PROCEDIMENTO METODOLOGICO)

A linhagem celular eritroleucémica humana Lucena foi mantida em meio
RPMI-1640, suplementado, em garrafas de cultura a 37°C e 5% de CO2. As células
também receberam 60 nM de vincristina (VCR). A células Lucena foram silenciadas
para o gene POU5F1B por transfec¢cdo com plasmideo shRNA. A expresséo do gene
MDR1 foi feita por PCR tempo real. A sensibilidade a VCR das células silenciadas foi
avaliada pelo método de exclusdo por azul de trypan imediatamente, 24, 48 e 72 h
apos incubacédo. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A
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andlise estatistica utilizada para a expressao génica foi o Teste t e para a
sensibilidade, ANOVA seguida por pos teste de Tukey (p < 0.05).

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

As células Lucena silenciadas para o pseudogene Oct-4 tiveram uma reducéo
na expressao do gene MDR1 quando comparadas ao controle. Nao foi observada
diferenca significativa quanto a sensibilidade ao quimioterapico VCR na linhagem
silenciada quando comparada ao controle. O pseudogene POUS5SF1B parece
influenciar na expressao do gene que codifica a glicoproteina-P (MDR1), entretanto o
silenciamento desse pseudogene ndo alterou a resisténcia das células Lucena a
VCR (quimioterapico ao qual essa linhagem ¢€ resistente). Isto pode estar
relacionado ao fato de que a linhagem Lucena possui outros mecanismos de
resisténcia além da superexpressao da glicoproteina-P, como uma maior capacidade
antioxidante e maior quantidade de mondmeros de tubulina (Votto et al., 2007 e
2010), o que possibilita o rearranjo do citoesqueleto, principal alvo da VCR.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos, parece haver uma relagdo entre o
pseudogene POUSF1B e a superexpressao da glicoproteina-P, embora as células
MDR paregcam ter outros mecanismos capazes de manter sua resisténcia ao
quimioterapico.
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