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RESUMO GERAL

Os tumores embrionarios do Sistema Nervoso Central (SNC) sdo 0s mais comuns em criancas de
zero a quatro anos e a principal causa de mortalidade infantil. O tratamento convencional desses tumores
malignos resulta em diversas sequelas que afetam significativamente a qualidade de vida dos sobreviventes.
Diferentes estudos tém demonstrado que a ativagdo de genes tipicamente expressos em células-tronco,
como o fator de pluripoténcia OCT4A, confere caracteristicas mais primitivas e agressivas as células
tumorais, frequentemente associadas ao prognéstico clinico desfavoravel. Fundamentado na hipotese da
existéncia das células-tronco tumorais (CTT) e sua contribuigdo na progressao tumoral, o presente estudo
pré-clinico teve como objetivo identificar novos biomarcadores moleculares em tumores embrionarios
agressivos do SNC e avaliar novas abordagens terapéuticas capazes de destruir as CTT. A analise de
proteomica e sequenciamento de microRNAs (miRNAS) presentes em microvesiculas (MVs) derivadas de
quatro linhagens celulares de meduloblastoma (DAOY, CHLA-01-MED, D283-MED e USP13-MED)
identificou 464 proteinas e 10 miRNAs comumente expressos nas células tumorais com superexpressao de
OCT4A. O estudo global de interacdo dessas proteinas e miRNAs exclusivamente expressas nas MVs
derivadas das células tumorais com maior agressivas revelaram alteragdo em vias de sinalizagdo como
ERK, PIBK/AKT/mTOR, EGF/EGFR, e principalmente vias envolvidas com a auto renovacdo de células-
tronco embrionarias (CTE). Dentre os fatores encontrados expressos nas MVs derivadas de células com
superexpressao de OCT4A, quatro proteinas (UBE2M, HNRNPCL2, HNRNPCL3, HNRNPCL4) e cinco
MiRNAs (miR-4449, miR-500b, miR-3648, miR-1291, miR-3607) ndo apresentam relatos de expressao em
tecidos normais, plasma ou soro sanguineo. O miR-367, importante para a manutencdo do estado
pluripotente em CTE, também apresentou aumento dos niveis de expressao nas MVs derivadas de linhagens
celulares de tumores embrionarios do SNC com superexpressdo de OCT4A. A inibicdo do miR-367
diminuiu significativamente a proliferacdo e invasdo celular, a atividade clonogénica e a capacidade de
gerar neuroesferas em todas as linhagens celulares de tumores embrionarios do SNC. Em modelo pré-
clinico de camundongos Balb/C Nude submetido ao xenoenxerto de tumores embrionarios com
superexpressdo de OCT4A, foi demostrado que injecBes seriadas do miR-367 inhibitor diretamente no
liquido cefaloraquidiano foram capazes de inibir a progressdo tumoral e aumentar significativamente a

sobrevida in vivo. Neste mesmo estudo, foi comprovado que o SUZ12, componente do complexo PRC2



envolvido com o silenciamento epigenético de fatores de pluripoténcia, incluindo o gene POU5F1 que
codifica 0 OCT4A, é alvo direto do miR-367. Por fim, visto que o virus ZIKA (ZIKV) infecta
preferencialmente células progenitoras neurais (NPCs), enquanto neur6nios nédo sdo susceptiveis a infecgdo,
inibindo a proliferacdo das células alvo, como também induzindo a diferenciacdo prematura e morte por
apoptose, o efeito oncolitico do ZIKV também foi avaliado em tumores embrionarios do SNC cujas células
tumorais apresentam propriedades de células-tronco. A ZIKV infectou seletivamente e causou morte celular
nas células tumorais de origem neural, porém o mesmo ndo foi observado nas células oriundas de tumor
humanos mais comuns como tumor prdstata, colorretal e mama. Em ensaio de cultura 3D, o ZIKV foi
capaz de destruir as esferas de tumores embrionarios do SNC com mais eficiéncia quando comparadas com
neuroesferas normais formadas a partir de NPCs. Em ensaio in vivo, uma Unica inje¢do
intracerebroventricular contendo mil particulas virais do ZIKV brasileiro foi capaz de aumentar
significativamente a sobrevida de camundongos com tumores embrionarios de origem humana, diminuir o
tamanho do tumor, os sitios metastaticos, e apresentar remissdo completa do tumor em varios animais.
Adicionalmente, células tumorais com fenétipo molecular similar a5 NPCs e com ativacdo anormal da via
de sinalizagdo Wnt apresentaram maior suscetibilidade aos efeitos oncoliticos do ZIKV. Portanto, ao
realizar a modulacdo da via Wnt, foi observado uma alteracéo significativa na infeccdo e morte celular

causada pelo ZIKV.

Deste modo, podemos concluir que diversas proteinas e miRNAs foram encontradas presentes
exclusivamente em MVs derivadas de células tumorais com superexpressdo de OCT4A e poderiam ser
utilizadas como biomarcadores de agressividade em meduloblastoma. Adicionalmente, 0s ensaios in vitro
e in vivo evidenciaram o miR-367, envolvido na regulacdo da auto renovacdo de CTE, como oncomiR e
possivel alvo terapéutico no tratamento de tumores embrionarios do SNC. Além disso, 0 ZIKV demostrou
potente e seletivo efeito oncolitico nas células tumorais do SNC com carater progenitor e apresentou niveis
de infeccdo mais proeminente nas células com alta expressdo basal de Wnt/B-catenina. Portanto, os
resultados pré-clinicos encontrados no presente estudo evidenciam novos biomarcadores de células
tumorais agressivas com perfil de células-tronco, que podem ser explorados em futuras pesquisas
translacionais de refinamento do diagnostico clinico, estratificacdo de pacientes, detec¢do precoce de
recidiva tumoral, além de revelar novas abordagens terapéuticas direcionadas as CTTs, beneficiando os

pacientes afetados com tumores embrionarios do SNC cujas terapias convencionais ndo sao efetivas.
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ABSTRACT

Embryonal tumors of central nervous system (CNS) are the most fatal pediatric tumors occurring
in young children. Treatment of these aggressive CNS tumors may also result in serious long-term sequelae,
affecting the patient’s quality of life. Several studies have demonstrated that activation of genes encoding
proteins typically expressed in stem cells, such as the pluripotency factor OCT4A, confers more primitive
and aggressive features to tumor cells. These stem-like features in cancer cells are often associated with
unfavorable clinical prognosis. The aim of this preclinical study was to identify new molecular markers of
aggressive embryonal CNS tumor cells and evaluate new therapeutic approaches capable of killing these
stem-like tumor cells of the CNS. The rationale of this study considered the existence of the so called cancer
stem cells (CSC) and their contribution to tumor progression. Proteome analysis and miRNA sequencing
of microvesicles (MVs) derived from four distinct medulloblastoma cell lines (DAOY, CHLA-01-MED,
D283-MED, and USP13-MED) identified a common set of 464 proteins and 10 microRNAs associated
with aggressive OCT4A-overexpressing tumor cells. The interactome mapping of these exclusive proteins
and miRNAs revealed ERK, PI3K/AKT/mTOR, EGF/EGFR, and embryonic stem cell (ESC) self-renewal
as the main oncogenic signaling pathways altered in these aggressive medulloblastoma cells. Of these MV
cargos, four proteins (UBE2M, HNRNPCL2, HNRNPCL3, HNRNPCL4) and five miRNAs (miR-4449,
miR-500b, miR-3648, miR-1291, miR-3607) have not been previously reported in MVs from normal

tissues.

The miR-367 was another new ESC-related miRNA found up-regulated in embryonal CNS tumor
cells overexpressing OCT4A. Inhibition of miR-367 in these cells significantly reduced their proliferative
and invasive behavior, clonogenic activity, and tumorsphere generation capability. Therapeutic targeting
of miR-367 in vivo, through direct injections of a specific inhibitor in the cerebrospinal fluid (CSF) of
Balb/C Nude mice bearing OCT4A-overexpressing tumor xenografts, inhibited tumor development and
improved overall survival. miR-367 was also shown to target SUZ12, one of the core components of the
PRC2 complex known to be involved in epigenetic silencing of pluripotency-related genes, including
POUS5F1 encoding OCT4A. Finally, considering that the Zika virus (ZIKV) prominently infects and kills
neural stem and progenitor cells (NPCs), we also tested whether ZIKV would have the same effects in CNS

embryonal tumors, given that these tumors are originated from NPC aberrations and are comprised by cells
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with neural stem cell-like features. When evaluating the oncolytic properties of Brazilian ZIKV strain
against human breast, prostate, colorectal and embryonal CNS tumor cell lines, a selective infection of CNS
tumor cells, followed by a massive tumor cell death, was verified. Notably, ZIKV was more efficient in
destroying embryonal CNS tumorspheres than normal stem cell neurospheres. A single
intracerebroventricular injection of ZIKV in BALB/c nude mice bearing orthotopic human embryonal CNS
tumor xenografts resulted in significantly longer survival, decreased tumor burden, fewer metastasis and
complete remission in some animals. Tumor cells closely resembling neural stem cells at the molecular
level and with activated Wnt signaling were more susceptible to ZIKV oncolytic effects. Furthermore,
modulation of Wnt signaling pathway significantly affected ZIKV-induced tumor cell death and viral

shedding.

In conclusion, several proteins and miRNA were identified exclusively in MVs from OCT4A-
overexpressing tumor cells, which might serve as biomarkers of aggressive stem-like medulloblastoma
cells. The miR-367 involved in ESC self-renewal displayed properties typical of oncomiRs as indicated by
in vitro and in vivo assays, supporting its eligibility as a therapeutic target in embryonal CNS tumor cells.
Also, ZIKV displayed potent and selective oncolytic effects toward human embryonal CNS tumor cells, at
low infection rates. These effects were more prominent in tumors generated by neural stem-like cancer
cells with high Wnt/B-catenin basal activity. Altogether, these preclinical findings open opportunities of
future translational studies to evaluate new putative biomarkers of aggressive stem-like tumor cells in
refining diagnosis, patient stratification, and early detection of relapsed disease, while also revealing novel
therapeutic approaches targeting these stem-like tumor cells that could benefit patients affected by CNS

tumors lacking effective treatment.
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LISTA DE ABREVIATURAS

SNC: Sistema Nervoso Central
CTT: células-tronco tumorais
miRNAS: microRNAs

MVs: microvesiculas

CTE: células-tronco embrionarias
ZIKV: virus ZIKA

NPCs: células progenitoras neurais (neural progenitor cells)
OMS: Organizag¢do Mundial da Saide
ATRT: tumor teratéide rabidoéide atipico

iPS: células-tronco pluripotentes induzidas

TEM: transicdo epitélio-mesenquimal
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INTRODUCAO GERAL

No ultimo século, devido a rapida urbanizacdo e aos avangos na area da salde, o cenario
das principais causas de morte por doenca no mundo apresentou significativa mudanca de modo
que o0 cancer passou a ocupar o primeiro lugar nos 50 paises mais desenvolvidos e o segundo
lugar no ranking dos 40 paises em desenvolvimento (BRAY; SOERJIOMATARAM, 2015). Deste
modo, em 2012 o cancer foi responsavel por cerca de 9,6 milhdes de mortes em todo o mundo
(GLOBOCAN 2018). Acredita-se ainda que esse taxa de mortalidade aumente exponencialmente
nos préximos anos devido ao envelhecimento da populagéo e a adogdo de comportamentos que
aumentam o risco da doenga (TORRE et al., 2016). Portanto, a mortalidade relacionada ao cancer

é um problema de saude publica que preocupa muitos paises inclusive o Brasil.

Estatisticas publicadas pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) registraram no Brasil
um aumento de 31% nos casos de mortes associadas ao cancer, alcancando uma mortalidade de
223,4 mil brasileiros no final de 2015. Em pesquisa recente realizada por Fidler e colaboradores,
foi possivel concluir que os 6bitos correlacionados ao cancer representaram uma perda de 4,6
bilhdes de dolares na economia do Brasil e aproximadamente 53,3 mil dolares por pessoa
economicamente ativa, desconsiderando-se 0s gastos com internacdo e medicamentos (FIDLER,;
BRAY; SOERJIOMATARAM, 2018). Mesmo que 0s avangos tecnoldgicos na medicina tenham
aumentado a sobrevida de certos pacientes oncol6gicos nos Ultimos anos, 0s prejuizos financeiros
correlacionados ao cancer continuam crescendo. Dentre as explicacBes para esse crescente, temos
as sequelas do tratamento terapéutico ao paciente que impossibilitam sua reinsercédo a comunidade

gconomicamente ativa.

Devido a essa problematica, a comunidade cientifica, juntamente com incentivos privados
e publicos, ttm empenhado grandes esfor¢os para proporcionar diagndsticos mais precoces e

tratamentos mais efetivos para os diversos tipos de tumores.
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1. Heterogeneidade Tumoral

A grande dificuldade de tratamento e diagnostico dos varios tipos de tumores decorre de
sua alta complexidade bioldgica e molecular. O cancer € caracterizado por um complexo sistema
de alteragdes genéticas e epigenéticas que afeta desde atividades intracelulares a nivel molecular
bem como comunicacdes entre células e érgdo distantes (DU; ELEMENTO, 2015). Em cada um
desses niveis bioldgicos do tumor, o padréo de interacGes genéticas se mantém complexo, o que
dificulta a identificacdo de fatores chaves para a progressdo tumoral e, consequentemente, 0
desenvolvimento de terapias mais efetivas. Ao avaliar o perfil genébmico, as células tumorais
apresentam uma constante instabilidade com altas taxas de mutacdes em genes e moduladores
epigenéticos importantes para a manutengdo celular (NEGRINI; GORGOULLIS;
HALAZONETIS, 2010; SHIH et al., 2012; SUVA; RIGGI; BERNSTEIN, 2013; VOGELSTEIN

etal., 2013).

Além da instabilidade gendmica, existe também um importante papel do microambiente
local no qual a célula tumoral estd inserida. Essa interacdo entre as células tumorais e o
microambiente local pode ser realizada (1) através da secre¢do direta de fatores da célula tumoral
para 0 meio ou (2) através da liberacdo de microvesiculas derivadas das células tumorais
(CABRERA; HOLLINGSWORTH; HURT, 2015). Como o tumor frequentemente apresenta
ampla heterogeneidade, os varios subtipos celulares, com diferentes perfis de expressdo e
propriedades funcionais, contribuirdo de maneira diversificada ao microambiente, atribuindo
maior complexidade a progressdo tumoral (QUAIL; JOYCE, 2013). Essas subpopulagbes de
células presentes em uma mesma massa tumoral, com marcadores de superficie, alteracdes
genéticas e estagios de diferenciacdo diferentes foi definido recentemente como heterogeneidade

intra-tumoral (CABRERA; HOLLINGSWORTH; HURT, 2015).

Os estudos sobre a heterogeneidade intra-tumoral sdo importantes do ponto de vista
clinico, pois apresentam um relevante potencial no delineamento de novas terapias devido a

capacidade Unica de alguns subtipos celulares resistirem aos tratamentos atuais (CABRERA,;
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HOLLINGSWORTH; HURT, 2015). Este interesse clinico ganhou expressiva forca com a
identificacdo de uma subpopulagdo celular com caracteristicas de células-tronco (NGUYEN et
al., 2012). Definidas como células-tronco tumorais (CTT), essa subpopulagdo possui a capacidade
de se auto renovar e abastecer o tumor com novas células progenitoras e diferenciadas, como
também sdo frequentemente insensiveis as terapias utilizadas atualmente, atribuindo assim maior
agressividade ao tumor (HUANG; ROFSTAD, 2017). Deste modo, muitos pesquisadores
acreditam que as CTTs sdo as células iniciadoras do tumor e responsaveis pela heterogeneidade

intra-tumoral.

N&o obstante, a presenca das CTTs é insuficiente para explicar o surgimento dos
diferentes tipos de tumores originados de um mesmo 6rgdo, ou seja, a existéncia da
heterogeneidade “inter-tumoral”, que se refere as diferencas moleculares, clinicas e
histopatolégicas de um mesmo tipo de tumor (VISVADER, 2011). Para tal, € preciso definir de

maneira clara as diferengas entre heterogeneidade inter-tumoral e intra-tumoral.

O esquema da figura 1 mostra a diferenciacdo normal de uma célula que se inicia com a
célula-tronco pluripotente progressivamente gerando células progenitoras cada vez mais
comprometidas com a diferenciacdo até a producdo de células maduras que constituem os tecidos
(Figura 1A). Células em diferentes estagios do desenvolvimento podem sofrer alteragdo genética
ou epigenética levando a transformacdo neoplasica (Figura 1B). Deste modo, uma célula
progenitora que sofreu a transformacao neoplasia gera uma célula tumoral com carater progenitor,
ou seja, as células-de-origem do tumor apresentam o perfil de expressdo correspondente ao seu
estagio original do desenvolvimento. Porém, dependendo da natureza da mutacdo, uma célula
diferenciada também pode gerar uma CTT desde que genes responsaveis pela manutencédo do
carater progenitor sejam alterados durante a transformacéo neoplasica. Assim sendo, o fen6tipo
da célula-de-origem pode mudar dependendo do tipo de evento oncogénico que ocorrer. Deste
modo, células diferenciadas podem dar origem a célula tumoral com caréter progenitor desde que

a natureza do evento oncogénico seja caracteristico de células progenitoras (Figura 1B).
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(A) DIFERENCIACAO (B) TRANSFORMACAO NEOPLASICA (C) EXPANSAO (E) PROGRESSAO | (F) HETEROGENEIDADE INTRA-TUMORAL
y 5 77\“\ >
Célula-tronco - @
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%ﬁg % @ Célula-tronco
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Figura 1: A célula-de-origem do tumor e a evolugao da célula-tronco tumoral. (A) A diferenciacdo normal de uma célula se inicia com a célula-tronco pluripotente (azul) que gera células
progenitoras (laranja) e mais comprometidas (amarela) até a producédo de células diferenciadas. (B) Células-de-origem do tumor em diferentes estagios de diferenciacdo submetidas a
transformacgdo neoplasica apds evento oncogénico de perfil tronco (raio A, em azul), progenitor (raio B, em laranja) ou diferenciado (raio C, em amarelo). (C) Expanséo e crescimento da
massa tumoral. (D) Heterogeneidade inter-tumoral. Cada massa tumor apresentara perfil correspondente a sua célula-de-origem. (E) Progressdo tumoral. A origem progenitora da célula
neoplasica somado ao acumulo de mutagdes genéticas e epigenéticas durante a progressdo do tumor podem resultar no surgimento de uma célula-tronco tumoral (CTT). (F) Heterogeneidade
intra-tumoral atribuido devido a presenga da subpopulacdo de CTTs. Apds os tratamentos terapéuticos, essas células seriam responsaveis pelo reabastecimento e recidiva tumoral por serem
mais resistentes as terapias atuais.

Subtipo C

Células diferenciadas
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Durante expansdo e crescimento do cancer, cada tumor apresentara um perfil molecular
correspondente a sua célula-de-origem, resultando na heterogeneidade inter-tumoral (Figura 1C).
Assim, a heterogeneidade inter-tumoral € atribuida pela presenca de uma célula-de-origem
diferente para cada subtipo tumoral, ou seja, aquela célula normal submetida ao evento de
mutacdo promotora da transformacao neoplésica (VISVADER, 2011). Portanto, a massa tumoral
pode progredir de forma benigna caracteristica de células diferenciadas com baixa taxa
proliferativa ou pode apresentar um perfil de expressdo mais progenitor, o que geralmente atribui
maior agressividade tumoral. Do ponto de vista clinico, os estudos sobre a heterogeneidade inter-
tumoral buscam melhorar a estratificacéo clinica dos pacientes para uma adequagdo mais efetiva

do tratamento terapéutico (FRIEDMANN-MORVINSKI; VERMA, 2014).

A origem progenitora da célula neoplésica somado ao acumulo de mutagdes genéticas e
epigenéticas durante a progressao do tumor podem resultar no surgimento de uma CTT (Figura
1E). Neste modelo dindmico, tumores originados de células diferenciadas também podem sofrem
uma reprogramacgdo celular através da expressdo aberrante de fatores de pluripoténcia dando
origem a CTT (VERMEULEN et al., 2012). A presenca da subpopulacdo de CTTs atribui
heterogeneidade intra-tumoral devido a sua capacidade de auto renovacao e, apos o0s tratamentos,
essas células seriam responsaveis pelo reabastecimento e recidiva tumoral por serem mais
resistentes as terapias atuais (Figura 1E). Portanto, a heterogeneidade intra-tumoral, se refere a
progressao do tumor e a existéncia das CTTs, a subpopulacéo de células com caracteristicas de
células-tronco e responsaveis pelo reabastecimento e propagacdo do tumor (CABRERA,;

HOLLINGSWORTH; HURT, 2015) (Figura 1E).

O surgimento de uma CTT pode ocorrer tanto no subtipo tumoral originado de uma célula
progenitora, como também células tumorais diferenciadas podem adquirir mutagdes que induzam
a reprogramacao e o surgimento de uma célula tumoral com perfil de célula-tronco (NGUYEN et
al., 2012). Além de atribuir maior heterogeneidade ao tumor devido a sua capacidade de gerar

diferentes tipos de células, a presenca de CTTs estd clinicamente correlacionado ao pior
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progndstico de pacientes com diversos subtipos tumorais pois seriam as células responsaveis pelo
reabastecimento do tumor uma vez que sdo capazes de resistir as terapias atuais (HUANG;

ROFSTAD, 2017; PANOSYAN et al., 2010; ZHAO et al., 2014).

Portanto, apesar de muitos estudos tratarem as celulas-de-origem e CTTs de modo
equivalente, se referem a conceitos genuinamente distintos que se relacionam de maneira
complexa (VISVADER, 2011). Essa dinamica do fenotipo tumoral atribuido pela relagdo entre a

célula-de-origem e as CTTs é bem representado pelos tumores do SNC.

2. Tumores do Sistema Nervoso Central

Como podemos ver na figura 2, os tumores do SNC correspondem atualmente ha 13 tipos
histologicos diferentes e cada tipo tumoral apresenta varios subtipos com células-de-origem

diferentes (heterogeneidade inter-tumoral) (OSTROM et al., 2016).

No Brasil, os tumores do SNC correspondem ao 10° tipo tumoral mais incidente, com
aproximadamente 500 mil casos por ano e uma mortalidade de 86% dos pacientes (GLOBOCAN
2018). A alta letalidade associada as graves sequelas motoras e cognitivas, afetando
significativamente a qualidade de vida do paciente, esta correlacionada a baixa efetividade dos
tratamentos terapéuticos disponiveis (OSTROM et al., 2016). Os tumores malignos do SNC
correspondem a classe de neoplasias que menos respondem as terapias atuais quando comparados
aos outros canceres mais comuns como tumor de prdstata, mama e c6lon retal (DOLECEK et al.,
2012). A dificuldade na efetividade dos tratamentos existentes reflete a alta heterogeneidade inter-
e intra-tumoral dos tumores do SNC. Tal constatacdo € devido a diversidade de perfil histolégico,
genéticos, epigenéticos e anomalias cromossdmicas observadas em cada tipo tumoral do SNC,
sugerindo células-de-origem e mutagcdes oncogénicas distintas (TAYLOR et al., 2005;

VISVADER, 2011).



19

Tumores Embrionarios Oligoastrocitomas

0
1% 1% Craniofaringioma

1%
Oligodendrogliomas E
2% Tumores de células

Ependimomas germinativas
0%

2%
Linfomas
2%
Astrocitomas Meningoioma
6% 36%
Schwannomas e Neurofibromas
8% \

Qutros tumores
11%

Tumores da hipodfise
15% Glioblastoma

15%

Figura 2: Distribuicéo dos diferentes tipos de tumores primarios do SNC (n: 326,711). Dados de 2006-2010
(CBTRUS Statistical Report: NPCR e SEER). Adaptado de Ostrom et al, 2013. Dentre os tumores apresentados, 0s
gliomas representam 28%. Ao considerar apenas 0s tumores malignos, os gliomas representam 80% e os tumores
embrionarios do SNC estdo em segundo lugar com 3,3%.

Os principais tumores malignos do SNC em adultos e criangas (0-14 anos) sé&o,
respectivamente, o glioblastoma e os tumores embrionarios (OSTROM et al., 2016). Juntos, eles
representam a principal causa de morte associada aos tumores sélidos malignos do SNC. Além
da alta letalidade, o glioblastoma e os tumores embrionarios do SNC compartilham a expressao
de marcadores pluripotentes e a presen¢a da subpopulacdo de CTTs, proporcionando maior
agressividade na progressao desses tumores (HUANG et al., 2010; SINGH et al., 2003). A origem
do glioblastoma é a partir das células gliais presentes no individuo adulto, que adquirem o perfil
tronco-tumoral ap6s modificagdes genética e epigenéticas (ALCANTARA LLAGUNO; XIE;

PARADA, 2016). Por outro lado, células em um estado mais progenitor foram identificadas como
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as células-de-origem dos tumores embrionarios do SNC (HO et al., 2015; MARSHALL et al.,

2014).

A ativacdo anormal de vias do desenvolvimento neural, como a via Hedgehog (SHH), em
células granulares progenitoras neurais ddo origem ao tumor embrionario mais frequente em
criangas, o meduloblastoma, porém o mesmo ndo é observado em tumores de origem glial como
os astrocitomas ou oligodendrogliomas (SCHULLER et al., 2008; YANG et al., 2008). Devido a
origem dos tumores embrionarios do SNC e a sua malignidade ser associada a presenca da
subpopulacdo de CTTs, esses tumores sdo um modelo experimental importante no estudo da

biologia do cancer e na elaboracdo de novas terapias mais efetivas.
2.1. Tumores Embrionarios do SNC

Mais de 70% dos tumores embrionarios do SNC incidentes sdo representados pelo
meduloblastoma e o tumor terat6ide rabidoéide atipico (ATRT) (FISCHER-VALUCK et al., 2017;
HO et al., 2000). Os outros 30% sao tumores raros classificados como tumores embrionarios nédo-
meduloblastoma (tumor embriondrio com roseta multicamadas; meduloepiteliomas;
neuroblastoma do SNC; ganglioneuroblastomas do SNC) (LOUIS et al., 2016). O
meduloblastoma é o tumor sélido pediatrico mais incidente (56% dos casos de tumores
embrionario do SNC) e se localiza no cerebelo, regido do encéfalo responsavel pela manutengao
do equilibrio, controle do ténus muscular e dos movimentos voluntarios (NORTHCOTT et al.,
2012b). O ATRT, responsavel por 20% dos casos de tumores embrionarios do SNC, pode ocorrer
tanto na regido infratentorial como na supratemporal, porém é mais comum no cerebelo, por isso

foi por muito tempo clinicamente confundido com o meduloblastoma (HO et al., 2000).

Originados a partir de células progenitoras neurais, os meduloblastomas e os ATRTS sdo
histologicamente formados por células hipercromaticas, com citoplasma pequeno e alta atividade
mitdtica (SHAH; UBHALE; SHAH, 2015). Ambos séo clinicamente considerados tumores

malignos de Grau IV e, diferentemente dos outros tumores priméarios do SNC, o meduloblastoma
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e ATRT frequentemente geram metéstases em outras regides do SNC, podendo se disseminar
pelo liquido cefalorraquidiano e espalhar a metastase por todo o neuroeixo (encéfalo e medula
espinhal) e, mais raramente, podem gerar metastases na medula 6ssea, linfonodos e pulméo

(GUERREIRO STUCKLIN et al., 2018).

O prognéstico clinico dado ao paciente no momento do diagnostico é definido pela
extensdo do tumor, idade do paciente, presenca de tumor residual pos-cirdrgico e histopatologica
do tumor, deste modo, o paciente é clinicamente dividido em médio e alto risco. Pacientes
menores de 3 anos, ou com tumor residual pos-cirdrgico, ou com presenca de metastase sao
automaticamente classificados como grupo de alto risco (PIETSCH et al., 2014). Caso o0 paciente
ndo apresente nenhuma dessas caracteristicas, a classificacdo é realizada pelo tipo histopatoldgico
do tumor: 1- Tipo Classico (menos agressivo); 2- Tipo Desmoplasico/Nodular (agressividade
intermediéria); 3- Tipo Nodular Extenso (agressividade intermediaria); 4- Tipo Células-Grandes

/ Anaplasico (alta agressividade) (Figura 3).

Né&o obstante, um terco dos pacientes de médio risco, submetidos a doses mais brandas
de quimioterapia e radioterapia, apresentam um desfecho clinico semelhante aos pacientes de alto
risco e, em sua maioria, sucumbem a doenca (RODINI et al., 2012). Diante deste prognostico
adverso, muitos estudos moleculares procuram desvendar a origem da agressividade dos tumores
embrionarios para identificacdo de novos alvos terapéuticos e biomarcadores de pior progndstico
com o intuito de aprimorar a estratificacdo clinica dos pacientes. A descoberta de subgrupos
moleculares representou um avancgo fundamental para a compreensdo dos tumores embrionarios

do SNC e sua grande heterogeneidade inter-tumoral.
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Flgura 3: Tipos hlstopatologlcos de meduloblastoma (A) Classu;é (é) Desmoplasmo/NoduIar (C) Nodular
extenso. (B) Células-Grande/Anaplasico. Adaptado de http://neuropathology-web.org.

O meduloblastoma, tumor maligno do SNC mais comum em criangas de zero a quatro
anos, foi o primeiro a ser classificado em quatro subgrupos moleculares apds consenso
internacional realizado em 2012 (TAYLOR et al., 2012). Baseado em estudos de transcriptoma
do genoma, perfil de metilacdo do DNA e caracteristicas clinico-patologicas de 200 amostras
primarias de pacientes com meduloblastoma, foi possivel identificar quatro subgrupos
moleculares. Dois subgrupos demostraram ativagdo anormal de vias importantes para o
desenvolvimento neural, a via Wnt e SHH (PARSONS et al., 2011). Os outros dois subgrupos de
meduloblastoma (Grupo 3 e Grupo 4), sdo mais heterogéneos, com baixa taxa de mutacdo,
multiplas alteragdes nos nimeros de cdpias do DNA, alta agressividade e pior sobrevida (JONES
et al., 2012). Deste modo, apesar de muitos estudos clinicos e moleculares terem avancado apds

essa classificacdo consenso, a heterogeneidade molecular e clinica permaneceu irresoluta,
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principalmente quando correlacionados a evolucdo da doenga (LOUIS et al., 2016). Mais
recentemente, o estudo que utilizou uma nova analise de bioinformatica chamada de “fusdo de
vias similares” (similarity network fusion — SNF) aplicado a dados de expresséo génica, metilacdo
de DNA, variacbes somaticas no nimero de cépias no DNA (VNCs) e caracteristicas clinicas de
763 amostras primérias de meduloblastoma, foi possivel identificar 12 subgrupos diferentes do
meduloblastoma (CAVALLI et al., 2017) (Figura 4). Nesta nova classificagdo molecular, as
caracteristicas clinicas como idade, histologia, presenga de metéstase e sobrevida por 5 anos livre

da doenca variam significativamente entre os 12 subtipos.

O subgrupo WNT, caracterizado pela presenca de muta¢Bes que levam a uma ativagéo
anormal da via Wnt, representa 9% de todos os casos de meduloblastoma e apresenta um
progndstico favoravel com uma sobrevida livre da doenca de 97-100% ap6s 5 anos. Os estudos
de Cavalli e colaboradores identificaram um grupo de pacientes adultos com 12,8% mais chances
de desenvolver metastase, quando comparado com pacientes pediatricos do subgrupo WNT,
subdividindo esse subgrupo em WNT o ¢ WNT B (CAVALLI et al., 2017). Além da idade e
presenca de metadstase e uma monossomia no cromossomo 6 foi comumente encontrada no

subgrupo WNT a.

O segundo subgrupo mais frequente, o SHH, com 29% de incidéncia, foi subdividido em
4 novos grupos: SHH a; SHH B; SHH y; SHH 6. Com o pior progndstico, o subgrupo SHH «
compreende a pacientes de 3-16 anos e apresenta diversas alteragdes genéticas e cromossdémicas
que culminam na classificacdo dos pacientes como alto risco. Em destaque esta a amplificagdo
dos genes MYCN, GLI2 e YAP1, mutacdo no TP53, e dele¢des cromossomas nas regifes 9q, 10q

e 17q.



Subgrupo

(frequéncia)

Idade

(anos)

Histologia
*

INICOS

r

Metastase

Dados Cl

Sobrevida
(até 5 anos)

WNT (9%)

WNT a
(70%)

0-10

CL

8,6%

97%
Ativagdo via
WNT

Monossomia
chré

WNT B
(30%)

>10

CL

21,4%

100%

Ativacdo via
WNT

SHH a
(29%)

0-10

CG
DN

20%

69,8%

Alteracdo via
SHH

MYCamp,
GLI2 amp,
YAP1 amp,

Mutagdo
TP53

SHH (29%)

SHH B
(16%)

0-3

DN

33%

67,3%
Alteracdo via
SHH

Perda de
PTEN

SHHy
(21%)

0-3

NE
DN

8,9%

88%

Alteragdo via
SHH

SHH &
(34%)

>17

DN

9,4%

88,5%

Alteracdo via
SHH

Mutagées no
promotor de
TERT

Grupo
3a
(47%)

0-10

CL
CG/A

43,4%

66,2%

Delecdes nos
chr8,10e
11.

Amplificagdo
no chr7

i17q

Grupo

(26%)
3-17

CL
CG/A

20%

55,8%

Ganho de
funcdo em
oTX2

Perda de
funcdoem
DDX31

Alta
expressdo de
GFI1/1B

CL
CG/A

39,4%

41,9%
Amplificagdo
no chr 7
i17q

MYCamp

24

GRUPO 4 (43%)

3-17 3-17
CL CL
CG/A  CG/A
40%  40,7%
66,8% 75,4%

Deleg¢des nos
chr 8p

Amplificagdo
no chr7q

MYCN amp

il7q

3-17

CL
CG/A

38,7%

82,5%

Figura 4: Sumario dos 12 subtipos moleculares de meduloblastoma. Representagio esquemética das caracteristicas clinicas e alteragdes na expressdo génica, metilagio de DNA e variagdes
somaticas no nimero de cdpias de DNA dos 4 principais subgrupos (WNT, SHH, Grupo 3 e Grupo 4) que subdividem o meduloblastoma em 12 diferentes subtipos moleculares. Amostragem
de 763 tumores primarios. *Tipos histolégicos: Cléassico (CL); Células Grandes / Anaplasico (CG/A), Desmoplasico/Nodular (DN); Nodular Extenso (ND). **Altera¢des cromossdémicas como
delecdes, amplificagbes e isocromossomo 17¢ (i17q) e alteragdes genéticas e epigenéticas que acarretam o aumento de expresséo (amp) de diversos genes. (Adaptado de Cavalli et al. 2017)
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Os subgrupos SHH 3 ¢ SHH y compreendem os pacientes com idade menor que 3 anos e
se diferenciam entre si pela taxa de metéstase (33,3% no SHH B contra 9,4% do SHH v) e,
consequentemente, pior prognostico do subgrupo SHH B. Geneticamente, o subgrupo SHH 3 se
caracteriza por delegdes focais no gene PTEN. J& o subgrupo SHH y apresenta baixas taxas de
alteracbes nos numeros de copias, sem delecdes e amplificacbes recorrentes, sendo
principalmente identificado pelo tipo histolgico nodular/desmoplésico. Pacientes adultos com
meduloblastoma foram separados no subgrupo SHH 3, apresentam um prognostico favoravel e

sdo fortemente enriquecidos com mutagdes no promotor do gene TERT.

O Grupo 3, considerado o grupo com pior prognostico dentro do meduloblastoma
(NORTHCOTT et al., 2012a), foi subdividido em 3 subgrupos com sobrevidas distintas: Grupo
3a (sobrevida em 5 anos de 66,2%); Grupo 3B (sobrevida em 5 anos de 55,8%); Grupo 3y
(sobrevida em 5 anos de 41,9%). Apesar de ambos 0s Grupo 3a ¢ o Grupo 3y corresponderem
aos pacientes mais jovens (< 3 anos) e apresentarem frequéncias similares de disseminacdo de
metastase, o Grupo 3y exibe a sobrevida mais baixa quando comparado com todos os subgrupos
de meduloblastoma, provavelmente devido a amplificacdo do gene MYC encontrada nesses
tumores. O Grupo 3 compreende pacientes pediatricos maiores que 3 anos e é caracterizado pela
perda e amplificacdo de DDX31 e OTX2, respectivamente, ocasionando a ativacdo do oncogene

GF11/1B (CAVALLI et al., 2017).

Compreendendo os tumores mais heterogéneos e menos estudados, 0 Grupo 4 é o mais
predominante (> 40%) dentro todos os casos de meduloblastoma e muito frequentemente
apresentam metastases (NORTHCOTT et al., 2012a). A nova classificagdo molecular dividiu o
Grupo 4 em trés novos grupos: Grupo 4a; Grupo 4f; Grupo 4y. Clinicamente, os trés subgrupos
se diferenciam pela ligeira diferenca de idade dos pacientes do Grupo 4o (8,22 anos), Grupo 4
(10 anos) e Grupo 4y (7 anos), porém todos apresentam valores similares de sobrevida e
ocorréncia de metéstase. Apesar de apresentarem delecGes cromossdmicas na posigdo i17q, eles

se diferenciam geneticamente pela amplificacdo do gene MYCN, duplicacdo de SNCAIP e
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amplificacdo de CDK®, ocorrendo respectivamente nos Grupo 4a, Grupo 4 e Grupo 4y. O Grupo
4 permanece pouco caracterizado com necessidade de mais estudos para sua devida

caracterizacéo, estratificagéo e terapia aplicada.

Essa classificago molecular apresenta duas implicacfes imediatas no refinamento da

estratificacdo clinica de risco dos pacientes:

1- MutacOes no gene supressor tumoral TP53 sdo um indicativo especifico de
alto risco para o grupo SHH, uma vez que sdo enriquecidos apenas no
subgrupo SHH o. Apesar de ser identificado como novo grupo apenas em
2017, pacientes do subgrupo SHH com mutacdo em TP53 ja eram
classificados como pacientes de risco mais elevado (sobrevida de <50 %) e
priorizados nos tratamentos com terapias alternativas na Europa e América do
Norte (RAMASWAMY et al., 2016);

2- A presenga de amplificagdes no gene MYC e MYCN permitiu identificar
pacientes de alto risco nos subgrupos de meduloblastoma mais heterogéneos

e carentes de estudo, 0 Grupo 3 e Grupo 4.

Semelhantemente, 0 ATRT, segundo tumor embrionarios do SNC mais frequente e
principal causa de morte associada a tumores solidos em criangas de zero & dois anos, foi
recentemente dividido em trés subgrupos molecularmente distintos (JOHANN et al., 2016). A
classificagdo molecular do ATRT representou um avango promissor no tratamento e diagnéstico
deste tumor devido a heterogeneidade inter-tumoral evidente. Clinicamente, o diagndstico
histopatolégico do ATRT é realizado pela presenca de células rabddides, elementos
neuroectodermais e mesenquimais, somado a expressao negativa do marcador proteico SNF5
(chromatin-remodeling complex subunit), ocasionado por muta¢6es presentes no gene SMARCB1
ou SMARCA4 (HASSELBLATT et al., 2014; HO et al., 2015) (Figura 5). Porém, cerca de 2 a
25% dos pacientes histopatologicamente diagnosticados como ATRT apresentam expressao

positiva para SNF5 e nenhuma mutagdo em SMARCB1 ou SMARCA4 (HABERLER et al., 2006;
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JACKSON et al., 2009). Além disso, apesar do ATRT ter uma sobrevida média de apenas 3
(BUSCARIOLLO et al., 2012) e 18 (GINN; GAJJAR, 2012) meses para 0s pacientes com e sem
metastase, respectivamente, existe um pequeno grupo com prognostico mais favoravel e, se

identificado com antecedéncia, poderia ser submetido & doses mais brandas de quimio- e

radioterapia, evitando as sequelas cognitivas do tratamento.
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Figura 5: Histopatologia de ATRT. (A) Com perfil semelhante ao teratoma, o ATRT apresenta grande variedade no padrdo histoldgico,
composto por células grandes, com ou sem caracteristicas rabdoides e presenca de elementos mesenquimais e epiteliais. (B) Células rabdoides
de ATRT. (C) Imunomarcagdo de SNF5. Células vasculares normais associadas ao tumor marcadas com SNF5 (marrom). Células tumorais
negativas para SNF5 (azul). Adaptado de http://neuropathology-web.org.

Além da mutagdo recorrente de SMARCB1, nenhuma mutacéo adicional foi encontrada
para diferenciar a heterogeneidade inter-tumoral apds sequenciamento do genoma completo e
transcriptoma de 192 amostras primarias de ATRT (JOHANN et al., 2016). De acordo com 0
estudo de Johann e colaboradores, apenas a analise epigenética global do genoma possibilitou a
identificacdo de trés subgrupos molecularmente distintos, associados as diferencas na localizacao

do tumor, no tipo de mutacdo em SMARCBL1 e dados demograficos. Ou seja, 0s subgrupos
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nomeados como ATRT-TYR, ATRT-SHH e ATRT-MYC, sdo geneticamente semelhantes,

porém epigeneticamente distintos.

Como apresentado resumidamente na figura 6, o subgrupo ATRT-TYR, mais frequente
na regido infratentorial, é caracterizado pela superexpressdo de genes melanossomais, como
MITF e TYR. O subgrupo ATRT-SHH é caracterizado pela alteragéo na via SHH associada a alta
expressdao de MYCN e GLI2. Outros genes como ASCL1, HES5/6 e DLL1/3 também estdo
superexpressos em ATRT-SHH com alteracdo na via de NOTCH. A alta expressao do oncogene
MYC caracteriza o subgrupo ATRT-MYC, associado também a altos niveis de HOTAIR e genes
da familia HOX. Todas essas alteragdes indicam possiveis marcadores oncogénicas que podem

ser futuramente avaliados como alvos terapéuticos (JOHANN et al., 2016).
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Figura 6: Sumario dos 3 subtipos moleculares de ATRT. Dados clinicos de localizago supra- e infratentorial do tumor
representados em porcentagem referente a cada subtipo. As diferentes caracteristicas genéticas foram identificadas apos
sequenciamento do Genoma e RNA/transcriptoma (SNV/variantes estruturais). Caracteristicas epigenéticas foram identificadas
apds sequenciamento de bissulfito (niveis de metilacdo e elementos regulatérios) e imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP)
(enhancer, analise especifica de interacdo entre vias). (Adaptado de Johann et al. 2016)



29

Adicionalmente, analisando conjuntamente as classificagbes moleculares de
meduloblastoma e ATRT, é possivel identificar a importancia de alteracdo de vias do

desenvolvimento neural, como via Wnt e SHH, para o surgimento do tumor.

A via Wnt e SHH est&o ativas em fases mais iniciais do desenvolvimento e sdo silenciadas
durante a diferenciacdo neural (CORDEIRO et al., 2014). Acredita-se que a célula-de-origem de
alguns subgrupos de tumores embrionarios do SNC podem ser células progenitoras que adquirem
mutacBes impedindo a inibicdo dessas vias, acarretando ao evento de transformagdo neoplasica,
como seria o caso dos subgrupos WNT e SHH de meduloblastoma e ATRT-SHH (MARSHALL
et al., 2014). Porém, os subgrupos mais agressivos sao acrescidos de alteracBes genéticas e
epigenéticas que acarretam na alta expressdo de genes tipicamente presentes em células-tronco
embrionarias (CTE) como, por exemplo, o gene MYC nos grupos 3 e 4 de meduloblastoma e

ATRT-MYC.

Outros genes tipicamente expressos em CTE também foram correlacionados ao pior
progndstico de muitos tumores, como por exemplo a alta expressao de OCT4A (DA SILVA et
al., 2017; RODINI et al., 2010), SOX2 (MANSOURI et al., 2016), c-MYC (ROUSSEL,;
ROBINSON, 2013) e L1TD1 (SANTOS et al., 2015) em meduloblastoma, e LIN28B tanto em
ATRT (CHOI et al., 2016; WEINGART et al., 2015) como também em meduloblastoma
(HOVESTADT et al., 2014). Esses fatores de transcricdo, além de serem importantes para a
manutencdo do estado pluripotente de CTEs, também sdo capazes de realizar a reprogramacéo de
uma célula somética para um estado indiferenciado, gerando as chamadas células-tronco
pluripotentes induzidas (iPS) (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). Portanto, a expressao
anormal de fatores de pluripoténcia em células tumorais pode induzir a dediferenciacdo e
formacdo da CTT com alta capacidade proliferativa e auto-renovacdo, atribuindo maior

agressividade aos tumores (FRIEDMANN-MORVINSKI; VERMA, 2014).

Na tentativa de encontrar expressao alterada de fatores de pluripoténcia correlacionados

ao pior progndstico de paciente com meduloblastoma erroneamente classificados como de médio
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risco, estudo realizado por nosso grupo de pesquisa encontrou uma correlagdo positiva entre a
expressdao de OCT4A e a sobrevida desfavoravel dos pacientes (RODINI et al., 2010).
Posteriormente, experimentos funcionais demostraram que a superexpressao estavel de OCT4A
em linhagens celulares de meduloblastoma humano aumentou a agressividade in vitro e in vivo
(DA SILVA et al., 2017). Esses resultados indicaram 0 OCT4A como possivel marcador de pior
prognostico e alvo terapéutico. Porém, como o OCT4A é um fator de transcricdo que regula
diversos fatores e vias importantes na célula, incluindo modificadores epigenéticos e miRNAs, a
concretizacdo de terapias baseadas nesta abordagem requerem estudos que envolvam toda a sua

complexidade regulatoria.

Durantes as pesquisas de caracterizacdo das células de tumores embrionarios do SNC
com superexpressdo estavel de OCT4A, foi identificado o aumento de expressdo do miR-367
(KAID et al., 2015b). Este miRNA é altamente expresso em células embrionérios e capaz de
realizar a reprogramacé&o ao estado pluripotente de uma célula diferenciada, com maior eficiéncia
que a realizada com os fatores de Yamanaka (OCT4A, SOX2, KLF-4 e cMYC) apenas com a
superexpressao da sua familia de miRNAs (miR-302/367) (KUO et al., 2012). Em estudo
funcional realizado pelo nosso grupo, foi visto que a superexpressao transiente de miR-367
aumentou a proliferacdo, invasao e caracteristicas de células-tronco em linhagens celulares de
meduloblastoma humano, apresentando efeito semelhante ao observado nas células com

superexpressao de OCT4A (DA SILVA et al., 2017; KAID et al., 2015b).

Do ponto de vista terapéutico, existem diversas vantagens no uso de miRNAs como novos
alvos para a fabricagdo de drogas antitumorais. Os miRNAs sdo oligonucleotideos de tamanho
reduzido (aproximadamente 24 pb) com atuagdo no citoplasma, sem haver a necessidade de
integracdo no genoma, e amplo potencial de acdo nas células com poder de regular
simultaneamente até dois mil alvos (SHALABY et al., 2014a). A participacdo dos miRNAs na
regulacdo da expressdo génica durante os estagios iniciais da embriogénese e sua correlagdo com

a tumorigénese estad bem estabelecido na literatura (BERARDI et al., 2012). Muitos miRNAS ja
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foram identificados como responsaveis pelo controle da proliferacdo e diferenciacdo de CTEs,

como também correlacionados a progressdo de CTTs (KAID et al., 2015b).

Nos tumores embrionarios do SNC, diversos miRNAs foram identificados como
potenciais indicadores de prognostico, inclusive o miR-367 foi encontrado circulante no liquido
cefaloraquidiano de pacientes com tumores pediatricos malignos sendo indicado como possivel
marcador de agressividade (MURRAY et al., 2016). Atualmente, existem aproximadamente 20
estudos clinicos baseados no uso de miRNAs como alvos terapéuticos e indicadores de
prognéstico porém, até o momento, nenhum deles foi aplicado ao uso clinico dos tumores

pediatricos, 0s que menos respondem as terapias atuais (CHAKRABORTY et al., 2017).

Infelizmente, os tratamentos disponiveis para esse tipo de tumor cerebral maligno com
alta mortalidade ndo sdo efetivos e as terapias aplicadas causam inimeros efeitos adversos
naqueles que sobrevivem, afetando significativamente a qualidade de vida dos pacientes
(FISCHER-VALUCK et al., 2017; JOHNSTON et al., 2018). O tratamento de pacientes
diagnosticados com tumor embrionario do SNC inicia com a cirurgia para resseccao total ou
parcial do tumor e confirmagdo histopatologicos seguido de quimioterapia e radioterapia para
pacientes maiores de 3 anos. Para os pacientes menores de 3 anos nao € indicado inicialmente a
radioterapia devido efeitos adversos da radiacdo no desenvolvimento cerebral, que incluem
debilitacdo do desenvolvimento neuroldgico e cognitivo, crescimento e fungdes enddcrinas
(LAUGHTON et al., 2008). Mesmo que a crianca ndo seja submetida as doses de radioterapia, a
maioria dos pacientes apresentam efeitos colaterais pos-cirdrgicos como atraso na fala, paralisia
supranuclear, ataxia, hipotonia e labilidade emocional causados pela leséo cerebral e hidrocefalia
relacionadas ao crescimento do tumor (STARGATT et al., 2007). A longo prazo, os sobreviventes
sdo afetados com deficiéncias intelectuais, neuroldgicas e fisicas, bem como 6bito causado por
recidiva tumoral, disfun¢do neurocognitiva, derrames cerebrais e acidentes cardiovasculares

(RALEIGH et al., 2017).



32

Nos casos de tumores recorrentes, 0s pacientes que ja esgotaram todas as opc¢des de
tratamentos tradicionais sdo encaminhados as terapias moleculares e tratamentos em fase de
experimentacgdo clinica. Mesmo ap6s todo o conhecimento molecular gerado sobre os tumores
embrionarios do SNC, um Unico medicamento chamado de Vismodegibe (Erivedge® Roche
Quimicos e Farmacéuticos S.A.), inibidor do gene PTCH1 da via SHH, é utilizado atualmente,
porém apenas nos pacientes com meduloblastoma classificados no subgrupo SHH com altos
niveis de PTCH1 ou SMO (ROBINSON et al., 2015). Para aumentar a aplicacdo clinica de alvos
moleculares, que geralmente ndo apresentam efeitos colaterais aos pacientes, mais estudos

clinicos e pré-clinicos devem ser iniciados.

Diante do exposto, é possivel identificar duas probleméticas no estudo dos tumores
embrionédrios do SNC: 1- Identificacdo de biomarcadores de agressividade para melhor
estratificacdo clinica dos pacientes, tendo em vista a expressdo alterada de fatores de
pluripoténcia, inclusive o OCT4A, no grupo que apresenta evolugdo desfavoravel da doenca; 2-
Identificacdo de novos alvos terapéuticos para um tratamento mais efetivo aos pacientes com pior
progndstico, levando em consideracdo as caracteristicas heterogénicas da doenca atribuidos pela
célula-de-origem, que culminou na iniciagdo do cancer, como também pela presenca de CTTs e
sua participacdo na progressao mais agressiva do tumor. O presente estudo investigou o0s
principais desafios abordados até 0 momento, e apresenta duas potentes abordagens terapéuticas;

além de possiveis biomarcadores de diagnéstico para esse tipo de tumor pediatrico tdo agressivo.



33

OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Identificacdo de possiveis biomarcadores de agressividade e novos alvos terapéuticos em

tumores embrionarios do SNC.

Objetivos Especificos:

1- Identificar miRNAs e proteinas expressas em MVs derivadas de linhagens celulares
de meduloblastoma humano, com e sem superexpressdo estavel de OCT4A, como
marcadores de agressividade. (Capitulo 1)

2- Avaliar em um modelo pré-clinico o potencial do miR-367 como possivel alvo
terapéutico em linhagens celulares de tumores embrionarios do SNC com expressdo
alterada de OCT4A. (Capitulo 2)

3- Avaliar o possivel efeito oncolitico do virus ZIKA em linhagens celulares de tumores

embrionarios do SNC. (Capitulo 3)
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CONCLUSOES

1. A técnica de ultracentrifugacdo aplicada no estudo foi capaz de isolar vesiculas
celulares com caracteristicas morfoldgicas e marcadores de superficie tipicos de
MVs. A andlise de proteomica e sequenciamento de miRNAs presentes nas MVs
derivadas de quatro linhagens celulares de meduloblastoma (DAOY, CHLA-01-
MED, D283-MED e USP13-MED) identificou 464 proteinas e 10 miRNAs
comumente expressos nas células tumorais com superexpressao de OCT4A. O estudo
global de interacdo dessas proteinas e miRNAs exclusivamente expressas nas MVs
derivadas das células tumorais com superexpressdo de OCT4A revelaram alteragao
em vias de sinalizacdo como ERK, PI3BK/AKT/mTOR, EGF/EGFR, e principalmente
vias envolvidas com a auto renovacdo de CTE como o gene TRIM71. Dentre os
fatores encontrados expressos nas MVs derivadas de células com maior
agressividade, quatro proteinas (UBE2M, HNRNPCL2, HNRNPCL3, HNRNPCL4)
e cinco miRNAs (miR-4449, miR-500b, miR-3648, miR-1291, miR-3607) nunca
foram associados as amostras de tecidos normais, plasma ou soro sanguineo.

2. O miR-367 foi encontrado expresso em MVs derivadas de linhagens celulares de
tumores embrionérios do SNC. A superexpressdo de OCT4A aumentou 0s niveis do
miR-367 nas MVs derivadas de linhagens celulares de meduloblastoma. A inibigéo
do miR-367 diminuiu significativamente a proliferacdo e invasdo celular, a atividade
clonogénica e a capacidade de gerar neuroesferas em todas as linhagens celulares de
tumores embrionarios do SNC. Em modelo pré-clinico de camundongos Balb/C Nude
submetido ao xenoenxerto de tumores embrionarios com superexpressdo de OCT4A,
injecBes seriadas do miR-367 inhibitor diretamente no liquido cefaloraquidiano

foram capazes de inibir a progressdo tumoral e aumentar significativamente a
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sobrevida in vivo. Foi comprovado através do ensaio cléssico de “luciferase reporter”
gue o SUZ12 é alvo direto do miR-367.

O ZIKV ¢ capaz de infectar e causar morte por necrose de células de tumores
embriondarios do SNC. O ZIKV infecta a linhagem de prostata DU-145, porém sem
causar 100% de morte na cultura celular. O ZIKV é incapaz de infectar a linhagem
celular de tumor de mama (MCF-7) e tumor de c6lon-retal (HCT-8). Em ensaio de
cultura 3D, o virus ZIKA destroi as esferas de tumores embrionarios do SNC com
mais eficiéncia quando comparado com neuroesferas normais formadas a partir de
NPCs. Em ensaio in vivo, uma Unica injecdo intracerebroventricular contendo mil
particulas virais do ZIKV é capaz de aumentar significativamente a sobrevida de
camundongos com tumores embrionarios de origem humana, diminuir o tamanho do
tumor, os sitios metastaticos, e apresentar remissdo completa do tumor em varios
animais. O ZIKV oriundo do meio de cultura, pés infeccdo das células tumorais,
apresenta baixa viabilidade e incapaz de infectar NPCs normais. Células tumorais
com fenétipo molecular similar as NPCs e com ativagdo anormal da via de sinalizagao
Wnt apresentaram maior suscetibilidade aos efeitos oncoliticos do ZIKV. A
modulagdo da via Wnt altera significativamente a infeccdo e morte celular causada

pelo ZIKV.
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In medulloblastoma, abnormal expression of pluripotency factors such as LIN28
and OCT4 has been correlated with poor patient survival. The miR-302/367 dus-
ter has also been shown to control self-renewal and pluripotency in human
embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells, but there is limited,
mostly correlational, information about these pluripotency-related miRNA in can-
cer. We evaluated whether aberrant expression of such miRNA could affect tumor
cell behavior and stem-like traits, thereby contributing to the aggressiveness of
medulloblastoma cells. Basal expression of primary and mature forms of miR-367
were detected in four human medulloblastoma cell lines and expression of the
latter was found to be upregulated upon enforced expression of OCT4A. Tran-
sient overexpression of miR-367 significantly enhanced tumor features typically
correlated with poor prognosis; namely, cell proliferation, 3-D tumor spheroid cell
invasion and the ability to generate neurosphere-like structures enriched
in CD133 expressing cells. A concurrent downregulation of the miR-367 cancer-
related targets RYR3, ITGAV and RAB23, was also detected in miR-367-overex-
pressing cells. Overall, these findings support the pro-oncogenic activity of
miR-367 in medulloblastoma and reveal a possible mechanism contributing to
tumor aggressiveness, which could be further explored to improve patient strati-
fication and treatment of this important type of pediatric brain cancer.
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Abstract Medulloblastoma is a highly aggressive
brain mor and one of the leading causes of morbidity
and mortality related to childhood cancer. These tumors
display differential ability to metastasize and respond to
treatment, which reflects their high degree of hetero-
geneity at the genetic and molecular levels. Such
heterogeneity of medulloblastoma brings an additional
challenge to the understanding of its physiopathology
and impacts the development of new therapeutic
strategies. This translational effort has been the focus
of most pre-clinical studies which invanably employ
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Establishment of a novel human medulloblastoma cell line
characterized by highly aggressive stem-like cells
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experimental models using human twmor cell lines.
Nonetheless, compared 1o other cancers, relatively few
cell lines of human medulloblastoma are available in
central repositories, partly due to the rarity of these
tumors and to the intinsic difficulties in establishing
confinuous cell lines from pediatric brain mmors. Here,
we report the establishment of a new human medul-
loblastoma cell line which, in comparison with the
commonly used and well-established cell line Daoy, is
characterized by enhanced prokiferation and invasion
capabilities, stem cell properties, increased chemore-
sistance, tumorigenicity in an orthotopic metastatic
model, replhication of orginal medulloblastoma behav-
iorin vivo, strong chromosome structural instability and
deregulation of genes involved in neural development.
These features are advantageous for designing biolog-
ically relevant experimental models in clinically ori-
ented smdies, making this novel cell line, named USP-
13-Med, instrumental for the smdy of medulloblasioma
biology and treatment.
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ABSTRACT

Medulloblastoma is a highly aggressive pediatric brain tumor, in which sporadic
expression of the pluripotency factor OCT4 has been recently correlated with poor
patient survival. However the contribution of specific OCT4 isoforms to tumor
aggressiveness is still poorly understood. Here, we report that medulloblastoma
cells stably overexpressing the OCT4A isoform displayed enhanced clonogenic,
tumorsphere generation, and invasion capabilities. Moreover, in an orthotopic
metastatic model of medulloblastoma, OCT4A overexpressing cells generated more
developed, aggressive and infiltrative tumors, with tumor-bearing mice attaining
advanced metastatic disease and shorter survival rates. Pro-oncogenic OCT4A
effects were expression-level dependent and accompanied by distinct chromosomal
aberrations. OCT4A overexpression in medulloblastoma cells also induced a marked
differential expression of non-coding RNAs, including poorly characterized long
non-coding RNAs and small nucleslar RNAs. Altogether, our findings support the
relevance of pluripotency-related factors in the aggravation of medulloblastoma
traits classically associated with poor clinical outcome, and underscore the
prognostic and therapeutic value of OCT4A in this challenging type of pediatric
brain cancer.
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Pericytes are important cellular components of the tumor microenviroment with established roles in angiogenesis and metastasis.
These two cancer hallmarks are modulated by enzymes of the LOX family, but thus far, information about LOX relevance in
tumor-associated pericytes is lacking. Here, we performed a comparative characterization of normal and tumoral pericytes and
report for the first time the modulatory effects of LOX enzymes on activated pericyte properties. Tumoral pericytes isolated
from childhood ependymoma and neuroblastoma specimens displayed angiogenic properties in vitro and expressed typical
markers, including CD146, NG2, and PDGFRE. Expression of all LOX family members could be detected in both normal and
tumor-associated pericytes. In most pericyte samples, LOXL3 was the family member displaying the highest transcript levels.
Inhibition of LOX/LOXL activity with the inhibitor S-aminopropionitrile (SAPN) significantly reduced migration of pericytes,
while proliferation rates were kept unaltered. Formation of tube-like structures in vitro by pericytes was also significandy
impaired upon inhibition of LOX/LOXL activity with SAPN, which induced more prominent effects in tumor-associated
pericytes. These findings reveal a novel involvement of the LOX family of enzymes in migration and angiogenic properties of
pericytes, with implications in tumor development and in therapeutic targeting tumor microenvironment constituents.
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Abstract Several methods have been used to study the
neuropathogenesis of Down syndrome (DS), such as mouse
aneuploidies, post mortem human brains, and in vitro cell
culture of neural progenitor cells. More recently, induced plu-
ripotent stem cell (iPSC) technology has offered new ap-
proaches in investigation, providing a valuable tool for study-
ing specific cell types affected by DS, especially neurons and
astrocytes. Here, we investigated the role of astrocytes in DS
developmental disease and the impact of the astrocyte
secretome in neuron mTOR signaling and synapse formation
using iPSC derived from DS and wild-type (WT) subjects. We
demonstrated for the first time that DS neurons derived from
hiPSC recapitulate the hyperactivation of the Akt/mTOR axis
observed in DS brains and that DS astrocytes may play a key
role in this dysfunction. Our results bear out that 21 trisomy in

astrocytes contributes to neuronal abnormalities in addition to
cell autonomous dysfunctions caused by 21 trisomy in neu-
rons. Further research in this direction will likely yield addi-
tional insights, thereby improving our understanding of DS
and potentially facilitating the development of new therapeu-
tic approaches.

Keywords Down syndrome - Induced pluripotent stem cell -
mTOR pathway - Astrocyte
Introduction

Down syndrome (DS) is the most common cause of
genetic intellectual disability (ID), and its worldwide
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Zika virus (ZIKV) is largely known for causing brain abnormalities due o its ability to infect neural
progenitor stem cells during early development. Here, we show that ZIKV Is also capable of
infecting and destroying stem-like cancer cells from aggressive human embryonal tumors of the
central nervous system (CNS). When evaluating the oncolytic properties of Brazilian Zika virus

strain (ZIKVER) against human breast, prostate, colorectal, and embryonal CNS tumor cell lines, we

verified a selective infection of CNS tumor cells followed by massive tumor cell death. ZIKVER was
more efficient in destroying embryonal CNS tumorspheres than normal stem cell neurospheres. A
single intracerebroventricular injection of ZIKVER in BALB/c nude mice bearing orthotopic human Search this Issue

embryonal CNS tumor xenografis resulted in a significantly longer survival, decreased tumor Sign up for alerts

burden, fewer metastasis, and complete remission in some animals. Tumor cells closely resembling
neural stem cells at the molecular level with activated Wt signaling were more susceptible to the

oncolytic effects of ZIKVER. Furthermore, modulation of Wt signaling pathway significantly affected
ZIKVER induced tumor cell death and viral shedding. Altogether, these preclinical findings indicate View this article with LENS
that ZIKVER could be an efficient agent to treat aggressive forms of embryonal CNS tumors and

could provide mechanistic insights regarding its oncolytic effects.
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