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RESUMO
_Jﬂ I

SILVA, P. B. G. Fator de Pluripoténcia OCT4A e agressividade de
meduloblastoma humano [Pluripotency factor OCT4A and aggressiveness of
human medulloblastoma]. 2016. 213 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto
de Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo. 2016

O meduloblastoma € o tumor maligno do sistema nervoso central
mais frequente na infancia e adolescéncia. A expressdo de genes tipicamente
expressos em células-tronco estd correlacionada com pior progndéstico em
pacientes com meduloblastoma e a expressao de POU5F1 se mostrou capaz de
distinguir pacientes com desfecho clinico desfavoravel e pior sobrevida. Apesar
do seu valor prognostico, ndo ha evidéncias diretas da contribuicdo de OCT4
para a aquisicdo de fendtipos mais agressivos em meduloblastoma. Nesse
contexto, o presente trabalho investigou o papel da isoforma OCT4A em
caracteristicas pré-tumorigénicas de meduloblastoma in vitro e in vivo, e também
avaliou as alteracbes moleculares que podem ser responsaveis pela aquisicéo
de fendtipo mais agressivo em células de meduloblastoma humano. Para tanto,
foi realizada a superexpressdo de OCT4A mediada por retrovirus em trés
linhagens celulares de meduloblastoma (Daoy, D283Med e USP-13-Med). As
células de meduloblastoma com superexpressdo de OCT4A exibiram maior
proliferacéo e alteracdes no ciclo celular. Foram observados também aumentos
na atividade clonogénica, geracdo de esferas tumorais e desenvolvimento
tumoral em modelo subcutaneo, sendo esses efeitos dependentes dos niveis de
OCTA4A. A avaliagao da mobilidade celular in vitro demonstrou diminuicdo na
adesdo celular e aumento da invasdo celular de esferoide 3D. Em modelo
ortotopico de meduloblastoma, as células com superexpressdo de OCT4A
geraram tumores mais desenvolvidos, com fenotipos mais agressivos,
infiltrativos e metastaticos. A superexpressdo de OCT4A foi associada a maior
instabilidade gendmica, entretanto, as aberracbes em numeros de coépias
variaram em frequéncia e tipo de alteracdo dependendo da linhagem celular, e
sendo pouco associada com os genes diferencialmente expressos. De forma
interessante, uma relevante expressao diferencial de RNAs n&o-codificadores de
proteinas foi observada em células de meduloblastoma com superexpressao de
OCT4A, incluindo os recém descobertos e pouco caracterizados RNAs néo
codificadores longos, além de multiplos RNAs pequenos nucleolares. Assim, os
resultados aqui apresentados fundamentam a relevancia de fatores envolvidos
em pluripoténcia para o agravamento de tracos associados com desfecho clinico
desfavoravel em meduloblastoma e destacam o valor progndstico e terapéutico
de OCT4A neste tumor pediatrico do sistema nervoso central.

Palavras-Chave: Meduloblastoma, Célula-Tronco Tumoral, OCT4A



ABSTRACT
_Jﬂ I

SILVA, P. B. G. Pluripotency factor OCT4A and aggressiveness of human
medulloblastoma [Fator de Pluripoténcia OCT4A e agressividade de
meduloblastoma humano]. 2016. 213 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto
de Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo. 2016

Medulloblastoma is the most common malignant brain tumor in
infants. The expression of typical pluripotency genes is correlated with poor
prognosis in medulloblastoma and POUSF1 expression was shown capable of
discriminating patients with poor survival outcome. Despite this prognostic value,
direct evidences of OCT4 contribution to more aggressive traits in
medulloblastoma are missing. In this context, we investigated the role of OCT4A
isoform on pro-tumorigenic features of medulloblastoma in vitro and in vivo and
evaluated molecular alterations that could be responsible for acquisition of a more
aggressive  phenotype in medulloblastoma cells. Retroviral-mediated
overexpression of OCT4A were performed in three medulloblastoma cell lines
(Daoy, D283Med and USP-13-Med). Medulloblastoma cells overexpressing
OCT4A displayed enhanced cell proliferation and cell cycle alterations. Increased
clonogenic activity, tumorsphere generation capability and subcutaneous tumor
development were also observed, and these effects were OCT4A expression
level-dependent. Evaluation of cell mobility in vitro showed loss of cell adhesion
and greater 3D-spheroid invasion. In an orthotopic model of medulloblastoma,
OCT4A overexpressing cells generated more developed, aggressive, infiltrative
and metastatic tumors. OCT4A overexpression was associated with
chromosomal instability but copy number aberrations varied in frequency and
type according to the cell line, with little association with differently expressed
genes. Interestingly, marked differential expression of non-coding RNAs,
including newly discovered, still poorly characterized, long non-coding RNAs and
multiple small nucleolar RNAs were observed in medulloblastoma cells with
OCT4A overexpression. 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.

Keywords: Medulloblastoma, Cancer Stem Cell, OCT4A






1. INTRODUCAO
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1.1. CANCER

O céancer € uma das principais causas de mortalidade e
morbidade no mundo e somente em 2012 foram diagnosticados 14,1 milhdes de
novos casos, além de ter sido responsavel por 8,2 milhdes de 6bitos devido a
complicagBes provocadas pelo cancer (FERLAY et al., 2015). Observa-se que a
incidéncia de neoplasias em paises desenvolvidos € maior que a de paises em
desenvolvimento (FERLAY et al., 2015) e dados publicados pelo Centro de
Controle e Prevencao de Doencas (CDC, do inglés, Centers for Disease Control
and Prevention) dos Estados Unidos (EUA) indicam que mortes causadas por
neoplasias em 2013 possuiam taxas muito semelhantes a de doencas
cardiovasculares (22.5% e 23.5%, respectivamente) (XU et al., 2016). No Brasil,
a proporcao da mortalidade por cancer é similar aos dados mundiais, sendo a
segunda principal causa de morte (17%) e inferior apenas a doencas
cardiovasculares (31%) (WHO, 2014). O Instituto Nacional de Cancer (INCA)
estimou a incidéncia de 596.070 novos casos de neoplasias em 2016 (INCA,
2015).

Apesar dos avancos em medidas profilaticas e terapéuticas para
o céancer, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que em 2030,
aproximadamente 22 milhdes de pessoas serdo diagnosticadas com algum tipo
de neoplasia e 13 milhdes terdo suas mortes associadas ao desenvolvimento e
progressdo tumoral. Somente no Brasil, estima-se que a incidéncia e a
mortalidade por cancer duplicardo até 2035 (WHO; IARC, 2012). Tal projecéo
evidencia o cancer como um dos principais problemas de saude publica. Por se
tratar de um conjunto de mais de 100 doencas que acometem diversos tipos
celulares e tecidos, as abordagens clinicas costumam ser especificas para cada
tipo tumoral. Com o intuito de aperfeicoar os métodos diagnésticos, profilaticos
e terapéuticos, grande atencdo tem sido dada a classificacdo de subgrupos
clinicos, bem como de subtipos histopatologicos e moleculares de tumores,

visando a melhoria na qualidade de vida do paciente.
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O céancer € uma doenca complexa e, na maioria dos casos, de
origem multifatorial, sob influéncia de diversos fatores como, por exemplo: idade,
sexo, etnia, distribuicdo geogréfica, estilo de vida e habitos alimentares. Os
tumores de pele ndo melanoma sdo os mais frequentes na populagdo e
comumente sdo excluidos das estatisticas devido a sua alta incidéncia e baixa
letalidade. Apds a sua exclusdo, os tumores de prostata e mama sdo 0s mais
frequentes na populacdo, seguidos por cancer de pulméo e cancer colorretal
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015). No Brasil, o cancer de prostata, pulméo e
colorretal sdo os mais frequentes em homens, enquanto que, em mulheres, ha

maior incidéncia de tumores de mama, colorretal e de colo do Utero (INCA, 2015).

1.2. TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) séo
relativamente raros, sendo o 14° tipo mais comum em homens e o 15° em
mulheres (INCA, 2015). Pesquisas mais recentes estimaram para o ano de 2016,
23 mil novos casos de tumores do SNC nos EUA (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2016) e 10 mil novos casos no Brasil (INCA, 2015). Apesar da baixa incidéncia,
os tumores do SNC possuem alta letalidade, com expectativa de sobrevida em
cinco anos de 35% dos casos diagnosticados (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016).
Em criangas e adolescentes, as neoplasias do SNC apresentam um panorama
ainda mais preocupante por representarem o segundo grupo de tumores mais
frequentes (atras apenas das leucemias) e o mais fatal a desenvolver-se nessa
faixa etaria (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016; WARD et al., 2014). Além da alta
mortalidade, os tratamentos comumente aplicados em pacientes com tumores
do SNC podem ocasionar graves sequelas no cérebro em desenvolvimento,
comprometendo a qualidade de vida desses pacientes (FOULADI et al., 2005;
HOPPE-HIRSCH et al., 1995; KILTIE; LASHFORD; GATTAMANENI, 1997).

Tumores em geral benignos, que afetam as meninges
(conhecidos como meningiomas), sdo os mais frequentemente encontrados no
SNC (35.9%). Dentre os tumores malignos, o glioblastoma € o tumor mais
frequente, representando 53,4% de todos os tumores malignos do SNC e 15,1%
do total de diagndsticos.



INTRODUCAO ¥

Em criancas, no entanto, os tumores malignos compreendem a
maioria dos tumores primarios diagnosticados no SNC, com incidéncia de 3,73
casos em 100.000 habitantes, comparativamente aos tumores benignos que
apresentam incidéncia estimada em 1,64 em 100.000 (OSTROM et al., 2015b).
Os tumores embrionarios sdo os principais tumores a desenvolverem-se no SNC
de criancas até quatro anos de idade, e o segundo principal em criancas e
adolescentes na faixa etaria de 0-19 anos. Dentre os tumores embriondrios, o
meduloblastoma é o tumor mais frequente, correspondendo a 62,9% dos
tumores embrionarios diagnosticados em criancas de 0-14 anos, seguido pelo
Tumor Teratoide Rabddide Atipico (do inglés Atypical Teratoid/Rhabdoid Tumor,
AT/RT) (15,5%) (OSTROM et al., 2015b). Apesar dos avancos recentes no
diagnéstico e tratamento desses tumores, a sobrevida em 10 anos dos pacientes
ainda é baixa para ambos os casos, sendo de 63% para meduloblastoma e 26%
para AT/RT (OSTROM et al., 2015a, 2015b).

1.3. MEDULOBLASTOMA

O meduloblastoma é o tumor pediatrico maligno mais comum do
SNC e a principal causa de morte por cancer em criancas. E um tumor de origem
embrionéria que desenvolve-se no cerebelo apés a desregulacdo de vias de
sinalizagdo importantes para o desenvolvimento do SNC (LETO et al., 2015).
Seguindo a classificacdo da OMS, o meduloblastoma é um tumor altamente
agressivo (Grau V), com presenca de células com morfologia anormal e alta taxa
de proliferacéo, extensa vascularizagcdo e angiogénese, e presenca de necrose
no interior da massa tumoral (ABTA, 2015; LOUIS et al., 2007). Diferente de
muitos tumores do SNC, o meduloblastoma possui elevada capacidade de
disseminacdo dentro do neuroeixo, sendo observado a ocorréncia de
metastases em 40% dos casos diagnosticados. Nos casos mais raros, sao
observadas metastases na medula éssea, pulméo e linfonodos (WU et al., 2012).

Os primeiros sintomas observados em pacientes com
meduloblastoma sao letargia, irritabilidade, falta de apetite, dor de cabeca e
vomito. Tais sintomas sdo comumente confundidos devido a sua

inespecificidade e similaridade a outras doencgas. A suspeita de meduloblastoma
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ocorre, geralmente, a partir dos sintomas secundarios, como tontura, perda de
equilibrio, visdo dupla, nistagmo, rigidez da nuca, inclinacdo do pescoco e
hidrocefalia. Os sintomas secundarios geralmente ocorrem apdés a massa
tumoral impedir o fluxo do liquido cefalorraquidiano (LCR) no 4° ventriculo e pela
compressao do tronco encefalico e estruturas importantes no cerebelo (ABTA,
2015).

Em todos os casos diagnosticados de meduloblastoma, o
paciente € submetido a ressecg¢do cirlrgica. S&o utilizados tratamentos
adicionais como quimioterapia e/ou radioterapia, baseado na possibilidade de
recidiva tumoral e idade do paciente. Devido a localizagc&o primaria desse tumor
e o fato de o desenvolvimento do SNC ocorrer até a adolescéncia, evita-se a
utilizacdo de terapias agressivas que podem exercer efeitos adversos. Fouladi e
colaboradores observaram que 90% das criangas com menos de trés anos,
submetidas a radioterapia cranioespinhal total (RCE), desenvolveram
endocrinopatias, como deficiéncia na producdo do horménio do crescimento e

hormdnio adrenocorticotréfico, além de hipotireoidismo (FOULADI et al., 2005).

Os tratamentos também afetam parametros neurocognitivos que
impactam a qualidade de vida do paciente. Foi reportado que 0s pacientes
submetidos a RCE quando criangcas ndo possuem independéncia para trabalhar
(FOULADI et al.,, 2005) e ndo sao casados quando atingem a idade adulta
(FOULADI et al., 2005; KILTIE; LASHFORD; GATTAMANENI, 1997). Tais
pacientes necessitam de educacédo especial durante a infancia e adolescéncia
(KILTIE; LASHFORD; GATTAMANENI, 1997) e, devido a agressividade do
meduloblastoma, tal dependéncia de educacédo especial € maior do que a de
pacientes diagnosticados com ependimoma, um outro tipo de tumor do SNC
(HOPPE-HIRSCH et al., 1995). No entanto, a utilizacdo de terapias mais brandas
pode comprometer o tratamento de tumores muito agressivos, facilitando
recidivas tumorais. Quase a totalidade dos pacientes com reaparecimento da
doenca falecem em até cinco anos (ZELTZER et al., 1999). Com o intuito de
amenizar eventuais sequelas no SNC em desenvolvimento e aumentar a
eficiéncia dos tratamentos, classificacdes de pacientes com meduloblastoma

baseadas em parametros clinicos, histopatolégicos e, mais recentemente,
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moleculares tém sido exploradas para aperfeicoar a escolha terapéutica mais

indicada para cada caso clinico.

1.3.1. CLASSIFICACAO CLINICA DO MEDULOBLASTOMA

Os pacientes com meduloblastoma s&o estratificados
clinicamente em risco médio ou alto de ocorréncia de recidiva tumoral. S&o
utilizados parametros tais como: idade do paciente ao diagnostico, tamanho
residual do tumor apds a resseccao cirargica e presenca de metastase ao
diagnostico. As criangcas com idade inferior a trés anos costumam apresentar
tumores mais agressivos e sdo entdo classificadas como pacientes com alto
risco de recidiva. O mesmo ocorre para pacientes em qualquer idade que

apresentam metastase no momento do diagnadstico inicial.

Durante a cirurgia, 0 médico pondera a extensdo de excisao do
tumor, podendo ser total, quase total e subtotal, de forma a evitar o
comprometimento da fungao cerebelar. Em muitos casos, a invasao do tumor em
estruturas do cerebelo e tronco encefalico impossibilita a resseccéo total ou
guase total do tumor. Uma resseccao subtotal, caracterizada pela presenca de
residuo tumoral superior a 1,5 cm?, é o outro parametro utilizado para estratificar
0s pacientes de alto risco de recidiva (THOMPSON et al., 2016). Pacientes com
idade superior a trés anos, sem a presenca de metastase ao diagnostico e que
tiveram resseccao tumoral total ou quase total (tumor residual inferior a 1,5 cm?)
séo classificados como pacientes de médio risco de recidiva e submetidos a

tratamentos menos ag ressivos.

Apesar desta classificacdo ser muito utilizada na clinica, seu
poder prognéstico ndo € totalmente eficaz, sendo observada a progresséo
tumoral em cinco anos de 20% dos pacientes de médio risco e até 60% dos
pacientes de alto risco (GAJJAR et al., 2006; PACKER et al., 2006; TAYLOR et
al.,, 2005; ZELTZER et al., 1999). Neste sentido, o uso de indicadores
moleculares de progndstico tem sido sugerido para complementar esta
estratificacao clinica de rotina e melhor avaliar procedimentos terapéuticos a
serem adotados. A deteccao de expressao positiva do gene codificador do fator

de pluripoténcia OCT4 em meduloblastoma, por exemplo, foi recentemente
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proposta para identificar pacientes clinicamente classificados como de baixo
risco, mas que podem nao responder bem ao tratamento padrdo e apresentar
evolucao clinica desfavoravel, tipica de pacientes de alto risco (RODINI et al.,
2012). Como apontado adiante, outros indicadores de prognéstico tém sido

discutidos para embasar a escolha da modalidade terapéutica mais indicada.

1.3.2. CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA DO MEDULOBLASTOMA

Em 2007, a OMS classificou o meduloblastoma em cinco
subtipos histolégicos distintos: (1) classico, (2) desmoplasico/nodular, (3) com
extensa nodularidade, (4) anaplasico e (5) de células-grandes (LOUIS et al.,
2007).

O perfil histopatologico de meduloblastoma classico (Figura 1A),
observado em aproximadamente 73% dos casos (ELLISON, 2010), é
caracterizado pela presenca de pequenas células redondas ou elipsoides com
nacleos hipercromaticos redondos a ovais e alta razdo nucleo-citoplasma
(BOROWSKA; JOZWIAK, 2016; GILBERTSON; ELLISON, 2008). Podem
também ser observadas estruturas como rosetas ou estruturas em palicadas em

alguns tumores classicos de meduloblastoma (ELLISON, 2010).

Os tumores classificados como nodular/desmoplasico (Figura
1B) e meduloblastoma com extensa nodularidade (Figura 1D) sdo comumente
classificados como um Unico grupo, geralmente denominado desmoplasico,
caracterizados pela formacgdo de duas estruturas histoldgicas distintas no interior
do tumor: uma regido internodular, formada por células indiferenciadas
altamente proliferativas, e regides nodulares, compostas por células neurociticas
diferenciadas com baixa taxa mitdtica e podendo apresentar deposicdo de
colageno pericelular (desmoplasia) (BOROWSKA; JOZWIAK, 2016;
GILBERTSON; ELLISON, 2008). Os tumores desmoplasicos correspondem a
aproximadamente 10% dos diagnosticos de meduloblastomas e séo
considerados os de melhor prognostico dentre esses subtipos histoldgicos, com
sobrevida livre da doenca em cinco anos de 82% (ELLISON, 2010) (MASSIMINO
et al., 2013).
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Os tumores anaplasicos e de células-grandes (Figura 1C)
também sdo agrupados como um unico subtipo, visto que todos os
meduloblastomas de células-grandes apresentam anaplasia em seu perfil
histologico (GILBERTSON; ELLISON, 2008). Os tumores de células-
grandes/anaplasico representam 17% de todos os diagndésticos (ELLISON,
2010) e correspondem ao subtipo histoldgico com pior prognéstico,
caracterizado por grande heterogeneidade celular, perfil indiferenciado
(LAMONT et al., 2004; MASSIMINO et al., 2013) e maior propensao a metastase
(BOROWSKA; JOZWIAK, 2016). A histopatologia desse subtipo tumoral é
caracterizada pela presenca de células grandes e redondas, pouco
diferenciadas, com pleomorfismo nuclear e nucléolo proeminente, além de
regibes com alta densidade de células poliédricas. As células apresentam maior
indice mitético e apoptético que as células dos demais subtipos histoldgicos
(BOROWSKA; JOZWIAK, 2016; GILBERTSON; ELLISON, 2008).

Apesar de muito utilizado na clinica, o perfil histopatoldgico ainda
possui falhas quanto a classificacdo dos pacientes em relagdo ao prognostico
esperado. Com isso, a OMS em conjunto com 0s mais respeitados grupos de
pesquisa neuro-oncologica definiram novas classificacbes para o
meduloblastoma, considerando-se parametros clinicos e histopatologicos em
associagcao com perfis moleculares (LOUIS et al., 2016) para a estratificacdo de
riscos, definicdo de abordagens terapéuticas e desenho de novos testes clinicos
(RAMASWAMY et al., 2016b).
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Figura 1 - Classificagdo histopatolégica de meduloblastoma. (A) Meduloblastoma Classico: composto
por pequenas células arredondadas ou elipsoides com alta razdo nicleo citoplasma. Organizam-se em
linhas paralelas e podem apresentar estruturas em palicadas ou rosetas de Homer-Wright (seta). (B)
Meduloblastoma Nodular/Desmoplasico: formado por duas regifes distintas, uma regido internodular de
células hipercromaticas, e regido de estruturas em palicadas composta por células neuronais em
diferenciacéo (seta). (C) Meduloblastoma Anaplasico e de Células-Grandes: composto por células grandes,
volume varidvel de citoplasma e pleomorfismo nuclear (seta). (D) Meduloblastoma com Extensa
Nodularidade: Assim como o meduloblastoma nodular desmoplasico, apresenta regido nodular e regido
internodular com a presenca de fibras de colageno (seta). Fonte: NORTHCOTT et al., 2012a.

1.3.3. CLASSIFICAGAO MOLECULAR DO MEDULOBLASTOMA

Evidéncias de alteracbes moleculares que favorecem a
patogénese do meduloblastoma ja eram descritas desde 1990, como a formacao
de isocromossomo 17p e amplificacdo de C-MYC (BIGNER; VOGELSTEIN,
1990), bem como a associagdo com doencas sindrémicas como Gorlin e Turcot
(EVANS et al., 1991; MORI et al., 1994). No entanto, com o advento de novas
tecnologias gendémicas e o estabelecimento do projeto genoma do cancer de
tumores do SNC, foi possivel a identificacdo de subgrupos moleculares e suas
correlacbes com parametros clinicos e prognosticos de meduloblastoma.
Primeiramente sugerido em 2011, o meduloblastoma foi classificado em quatro
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subgrupos moleculares: Grupo WNT, Grupo SHH, Grupo 3 e Grupo 4
(NORTHCOTT et al., 2011).

O grupo WNT, diagnosticado em 10% dos pacientes com
meduloblastoma, € o subgrupo molecular com melhor prognéstico e raramente
apresenta metastase. Molecularmente, os tumores do subgrupo WNT séo
caracterizados por mutacdes somaticas no gene CTNNB1, favorecendo o
acumulo de B-CATENINA nuclear e hiperativagéo da via de sinalizagdo WNT. A
andlise citogenética de meduloblastoma WNT apresenta, principalmente,
monossomia do cromossomo 6 e o subtipo histolégico do tumor é
predominantemente o da forma classica (NORTHCOTT et al., 2012a). Pacientes
com sindrome de Turcot possuem mutacdes germinativas em APC, cuja proteina
truncada favorece a translocagao de B-CATENINA citoplasmatica para o nucleo
e consequente ativacdo da via WNT. Tais pacientes apresentam maior
predisposicao a formacéao de polipos que podem progredir a formacao de cancer
colorretal e também apresentam 92 vezes mais chances de desenvolvimento de

meduloblastoma que a populacdo em geral (HAMILTON et al., 1995).

Os pacientes diagnosticados com tumores do subgrupo SHH
representam 30% dos casos, cujo prognoéstico é intermediario com uma
sobrevida média em cinco anos de 75% dos pacientes (NORTHCOTT et al.,
2012b; TAYLOR et al., 2012) e, na maioria dos casos, sem metastase ao
diagndstico. Os tumores apresentam hiperativacéo da via de sinalizagdo Sonic-
Hedgehog (SHH) devido a muta¢cfes somaticas em genes codificadores de
componentes importantes dessa via, como PTCH1/2, SMO, GLI2 e SUFU
(NORTHCOTT et al., 2012a; RAMASWAMY et al., 2016b). Os pacientes com
sindrome de Gorlin, caracterizada pela perda de funcdo do receptor
transmembrana PTCH, apresentam manifestacdes clinicas como anomalias do
desenvolvimento e maior incidéncia a neoplasias, dentre elas, o meduloblastoma
(TAYLOR; MAINPRIZE; RUTKA, 2000). Citogeneticamente, os tumores do
subgrupo SHH apresentam, em sua maioria, delecdo de 9q e amplificacdo de
MYCN (NORTHCOTT et al., 2012a). Devido aos conhecimentos recentes sobre
a caracterizacdo molecular de meduloblastoma, novas abordagens terapéuticas

vém sendo testadas, sendo o subgrupo SHH de tumores o mais estudado em
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ensaios clinicos, com inibidores especificos de SMO (BERMAN et al., 2002;
ROMER et al., 2004; SASAI et al., 2007)

Os subgrupos 3 e 4 sdo molecularmente mais heterogéneos
guando comparados aos subgrupos WNT e SHH. Por esse motivo, em nova
proposta de estratificacdo, ambos sao agrupados e chamados como grupo n&o-
SHH/WNT (LOUIS et al., 2016; RAMASWAMY et al., 2016b). Os pacientes do
grupo 3 sdo 0s que apresentam o pior prognostico, com presenca de metastase
em aproximadamente 50% dos casos (KOOL et al., 2012). Os tumores do
subgrupo 3 apresentam amplificacdes de MYC, com consequente expressao
aberrante deste oncogene, e alta instabilidade gendémica, observada por grandes
perdas e ganhos de segmentos cromossémicos, sendo perda de 10q, 11, 16g e
7p, e ganho de 1q, 7 e 179 as mais frequentes (KOOL et al., 2012; NORTHCOTT
et al., 2012b).

O subgrupo 4 €é o0 mais comum, representando
aproximadamente 35% dos casos. No entanto, € 0 menos caracterizado em
relacdo a alteracbes moleculares e fenotipicas. Os pacientes apresentam
prognostico intermediério, com sobrevida em cinco anos estimada de 75% e
frequentemente apresentam metastase ao diagnostico (31%). A principal
alteracéo citogenética desse subgrupo é a presenca de isocromossomo 17 e
delecdes de 17p (KOOL et al., 2012), além de amplificacbes de MYCN e CDKG®6,
com predominante expresséo de genes envolvidos no desenvolvimento neuronal
(NORTHCOTT et al., 2012b).

Atualmente, muito se sabe sobre perfis de expressdo génica e
alteragbes genéticas e moleculares do meduloblastoma. No entanto, o
meduloblastoma é um tipo tumoral cujas taxas de mutacdes sao relativamente
baixas quando comparadas a outros tumores, como por exemplo, melanomas
(JONES et al., 2012; PUGH et al., 2012). Foi observado que, apesar de baixas
as taxas de mutacdes, muitas delas ocorrem em genes reguladores de cromatina
(HOVESTADT et al., 2014; HUETHER et al., 2014; KOOL et al., 2014), indicando
gue alteracdes epigenéticas devem desempenhar papel importante na etiologia
e patogénese do meduloblastoma (MILLER et al., 2011; SHI et al., 2014). De

fato, o padréo de metilacdo do DNA pode ser utilizado para a identificacdo dos
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subgrupos moleculares (HOVESTADT et al., 2014), sendo inclusive sugerido
como método diagndstico por neuro-oncologistas no momento da estratificacéo
dos pacientes (RAMASWAMY et al., 2016b).

Um resumo das principais alteragbes moleculares e
manifestacdes clinicas dos subgrupos moleculares de meduloblastoma é

apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Classificagdo molecular de meduloblastoma. Comparagdo de parametros demograficos,
clinicos e genéticos dos subgrupos moleculares de meduloblastoma. LCA: Meduloblastoma
Anapléasico/Células-Grandes. Adaptado de: TAYLOR et al., 2012.

1.3.4. DESENVOLVIMENTO CEREBELAR E MEDULOBLASTOMA

O meduloblastoma foi primeiramente descrito por Bailey e
Cushing em 1925 como um tumor que se desenvolvia de pequenas células azuis
no cerebelo (BAILEY; CUSHING, 1925). Desde essa época, acreditava-se que
o meduloblastoma era formado pela transformacdo maligna de células-tronco
multipotentes que faziam parte do tubo neural primitivo, denominadas
meduloblastos (RUTKA; HOFFMAN, 1996). Hoje, sabe-se que o
meduloblastoma € um tumor de origem embrionaria, localizado

supratentorialmente na fossa posterior e que possui desregulacdo de vias de



INTRODUCAO g&Y]

sinalizacdo implicadas no desenvolvimento do SNC, particularmente atuantes
em células progenitoras cerebelares. A combinacdo de diferentes vias de
sinalizacao alteradas, bem como diferentes células de origem, contribui para a
heterogeneidade intertumoral observada no meduloblastoma (LETO et al.,
2015).

Durante o processo de desenvolvimento do cerebelo, inicia-se
um processo complexo de neurogénese e movimentacao celular para formar a
estrutura laminar do cerebelo. A camada dorso medial da zona ventricular da
origem as células de Purkinje, neurénios cerebelares do nucleo e interneurénios
cerebelares, e uma segunda camada, proxima aos labios rombicos, dara origem
aos neurdnios granulares cerebelares e uma subpopulacdo de neurbnios do
nucleo. Durante o periodo embrionario, células progenitoras presentes nos
labios rombicos migram dorsalmente pela superficie do cerebelo para dar origem
a camada granular externa. As células progenitoras granulares da camada
granular externa iniciam um processo de expansao e intensa proliferacao para
dar origem aos neurbnios granulares cerebelares, sendo que mitdgenos como
SHH e NOTCH2 desempenham papel fundamental durante esse processo de
expansao clonal da camada granular externa. Ja no inicio do periodo pés-natal,
as células progenitoras granulares iniciam o processo de diferenciacdo e migram
através da camada de células de Purkinje para dar origem a camada granular
interna (Figura 3) (GILBERTSON; ELLISON, 2008; MARINO, 2005; ROUSSEL,;
HATTEN, 2011). Além das células precursoras granulares, outras populacdes de
células-tronco neurais e células progenitoras ja foram observadas em diferentes
regibes do cerebelo e tronco encefalico (FINK et al., 2006; LEE et al., 2005;
WANG; ROSE; ZOGHBI, 2005).
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Figura 3 - Desenvolvimento cerebelar e meduloblastoma. (A-B) Durante o desenvolvimento
embrionario, as células progenitoras localizadas na regido ventricular do metencéfalo migram radialmente
para dar origem as células de Purkinje (CP). As células progenitoras do ldbio rombico migram dorsalmente
para dar origem a camada granular externa (CGE). (C) Durante o periodo p6s-natal, as células granulares
progenitoras da CGE proliferam intensivamente, diferenciam e migram através da camada de células de
Purkinje para dar origem & camada granular interna (CGIl). O meduloblastoma origina-se do
desenvolvimento anormal de células granulares progenitoras da CGE ou do neuroepitélio (NE). Adaptado
de: MARINO, 2005.

Sabe-se que o desenvolvimento anormal das células granulares
cerebelares da camada granular externa esta envolvido na tumorigénese de
meduloblastoma do subgrupo molecular SHH (SCHULLER et al., 2008; YANG
et al., 2008). Em relacdo aos tumores do subgrupo WNT, acredita-se que o0 seu
surgimento decorra da transformacdo maligna de células-tronco neurais

presentes na camada inferior do labio rémbico e tronco encefalico, sugerindo
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uma origem extracerebelar para o meduloblastoma (GIBSON et al., 2010). Os
tumores identificados como do subgrupo molecular 3 demonstraram forte
correlagcdo com perfil de expressdo génica de células mais indiferenciadas,
observado principalmente em células-tronco neurais, células-tronco
embrionarias (CTE) e células-tronco pluripotente induzidas (do inglés, Induced
Pluripotent Stem Cells iPSCs) (KAWAUCHI et al., 2012; PEI et al., 2012). A
inoculacao de células progenitoras granulares foi capaz de dar origem a tumores
do subgrupo 3 apds superexpressdao de MYC. No entanto, as células tumorais
apresentavam perda da expressdo do marcador de diferenciacdo de células
granulares ATOH-1, e passaram a expressar o marcador de células-tronco
neurais CD133 (também conhecido como Prominina-1, do inglés Prominin-1),
indicando que o processo de desdiferenciacdo dessas células pode ser um
processo importante na tumorigénese de meduloblastoma do subgrupo 3 (Figura
4) (KAWAUCHI et al., 2012).
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Figura 4 - Células de origem do meduloblastoma e subgrupos moleculares. O meduloblastoma ocorre
a partir do desenvolvimento anormal de células-tronco e progenitoras do SNC. O esquema proposto por
Manoranjan e colaboradores resume as recentes evidéncias das células de origem do meduloblastoma e
sua correlagdo com subgrupos moleculares. CT: Célula-Tronco; CP: Célula Progenitora; MB:
Meduloblastoma; GNP: Precursor de Neurdnio Granular; CGE: Camada Granular Externa. Adaptado de:
MANORANJAN et al., 2013.
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1.4. CELULAS-TRONCO TUMORAIS

O modelo estocastico ou clonal de tumorigénese propde que
alteracbes genéticas ocorrem em uma unica célula normal do tecido,
favorecendo sua expansdo clonal e consequente formacdo do tumor. A
heterogeneidade observada na massa tumoral pode ser explicada pela aquisicao
de novas mutacfes devido a instabilidade gendémica e alta proliferacdo, com
consequente formacdo de novos clones capazes de favorecer a progressao
tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além disso, a heterogeneidade tumoral
observada nesse modelo credita a pressdo seletiva do ambiente e maior
adaptacdo de subpopulacbes celulares para a formacdo da massa tumoral.
Assim, subclones mais agressivos e mais bem adaptados as pressdes
microambientais moldariam a heterogeneidade inter e intratumoral (BURRELL et
al., 2013; CAIRNS, 1975; NOWELL, 1976). Nesse modelo de evolucao clonal,
todas ou a maioria das células tumorais tém a mesma potencialidade para formar
um novo tumor em um novo microambiente ou quando transplantado, por

exemplo, em um animal de laboratdrio.

Um modelo alternativo de tumorigénese descrito mais
recentemente propde que as células tumorais diferem em sua capacidade de
gerar e propagar tumores. Nesse modelo, uma pequena subpopulacdo de
células, denominadas de células-tronco tumorais (CTT), séo as principais células
responsaveis pelo desenvolvimento tumoral. Tais células possuem propriedades
semelhantes as de células-tronco normais dos respectivos tecidos primarios em
que os tumores residem, porém apresentam aberracfes em processos como
auto-renovacao e diferenciacdo celular (REYA et al., 2001; CLARKE e FULLER,
2006; O'BRIEN et al., 2010). Por serem principalmente caracterizadas por sua
alta tumorigenicidade, as CTT também s&o conhecidas como células iniciadoras
de tumor. Além disso, as CTT também s&o capazes de originar os diversos
subclones celulares que contribuem para a heterogeneidade tumoral
(MANORANJAN et al., 2012; VISVADER & LINDEMAN, 2012). A apresentacao
celular hierarquica de muitos tumores fundamenta esse modelo. As CTT foram
incialmente descritas em leucemias na década de 1970 (PIERCE; WALLACE,

1971) e isoladas somente duas décadas depois, em meados de 1990 (BONNET;
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DICK, 1997; LAPIDOT et al., 1994). Em tumores sélidos, a identificacdo e
isolamento de CTT ocorreu primeiramente em tumor de mama e em tumores do
SNC (AL-HAJJ et al., 2003; SINGH et al., 2003). As estratégias iniciais para o
isolamento de CTT baseavam-se na identificacdo e separacdo celular com o
auxilio de marcadores de superficie especificos, como CD133 para tumores do
SNC, e CD34 e CD38 para leucemia mieléide aguda (BONNET; DICK, 1997;
SINGH et al., 2003). Além da capacidade de auto-renovacéo e diferenciacédo
celular, as CTT possuem outras propriedades importantes para a progressao
tumoral, como maior resisténcia a quimioterapicos e morte celular (BAO et al.,
2006) e transicao epitélio-mesenquimal (do inglés Epithelial-to-Mesenchymal
Transition, TEM), favorecendo o processo de invasdo tecidual e metastase
(CHAFFER et al., 2013).

Vale destacar que a origem das CTT ainda é debatida. Muitos
pesquisadores ja apontaram as células-tronco e progenitores normais como
células de origem para a transformacdo neoplasica. Reya e colaboradores
inclusive postularam que a permanéncia de células-tronco por um longo periodo
no tecidos facilitaria o acumulo de mutacdes necessarias para a sua
transformacéo neoplasica (REYA et al., 2001). Alternativamente, em alguns tipos
de tumores, as CTT podem se originar a partir de células diferenciadas do tecido
de origem ou do proprio tumor que, apds a aquisicdo de mutacbes genéticas,
epigenéticas e estimulos do ambiente, podem sofrer um processo de des-
diferenciacdo e, assim, adquirirem a capacidade de se dividirem
assimetricamente e dar origem aos diferentes subclones tumorais (MANI et al.,
2008; SCAFFIDI; MISTELI, 2011). Esse mecanismo foi sumarizado e proposto
por Vermeulen e colaboradores como um modelo dindmico da geracao de CTT
(Figura 5), enfatizando a acéo de fatores intrinsecos e extrinsecos como ativacao
de vias importantes de sinalizacdo celular e acdo do microambiente tumoral
(Figura 6) (VERMEULEN et al., 2008, 2012).
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MODELO HIERARQUICO MODELO DINAMICO
DE CELULAS-TRONCO TUMORAIS DE CELULAS-TRONCO TUMORAIS

Figura 5 - Modelo de células-tronco tumorais. (A) Modelo hierarquico de CTT postula que um pool de
CTT proliferam assimetricamente para dar origem a uma célula idéntica (auto-renovacgdo) e uma célula
progenitora. As células progenitoras iniciam o processo de diferenciacdo e ddo origem as células tumorais
diferenciadas que compGe a massa tumoral. (B) O modelo dinamico de CTT postula que células e fatores
do microambiente tumoral, aqui representado por células estromais, modulam o fenétipo celular e
favorecem a des-diferenciacéo de células tumorais diferenciadas e/ou progenitoras ao estagio de CTT.
Adaptado de: VERMEULEN et al., 2012.

Esse modelo dinamico de geracdo de CTT tem implicacdes
clinicas importantes com relacdo a resisténcia a tratamentos e recidivas
tumorais. Visto que qualquer célula tumoral poderia sofrer o processo de des-
diferenciacéo e, assim, tornar-se uma CTT, mesmo com a utilizacdo de drogas
especificas para a erradicacdo dessas células, novas CTT poderiam ser
formadas ap0s o tratamento e, dessa forma, contribuir para a recorréncia tumoral
(VERMEULEN et al., 2012). Portanto, é fundamental entender os mecanismos

pelos quais células tumorais podem adquirir propriedades de CTT.
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Figura 6 - Regulacao de células-tronco tumorais. Fatores que influenciam e regulam o fendtipo de CTT.
Fatores intrinsecos incluem a influéncia da genética, epigenética e metabolismo celular e fatores

extrinsecos incluem a interagdo com o microambiente tumoral, fatores liberados no nicho tumoral e
interac@o com células do sistema imune. Adaptado de: LATHIA et al., 2015.

1.4.1. CELULAS-TRONCO TUMORAIS E MEDULOBLASTOMA

As CTT foram inicialmente identificadas em tumores do SNC por
Singh e colaboradores (2003) com base na expressédo do marcador de superficie
CD133 (SINGH et al., 2003). As células positivas para CD133 derivadas de
gliomas e meduloblastoma demonstraram capacidade de formac&o de esferas
tumorais in vitro (SINGH et al.,, 2003) e maior tumorigenicidade quando

transplantadas em camundongos imunodeficientes (SINGH et al., 2004).

Além da expressao de marcadores de superficie tipicos de
células-tronco normais, as CTT também sado caracterizadas pela expresséao de
genes envolvidos na manutencdo da pluripoténcia e em vias de sinalizacdo
implicadas no desenvolvimento do organismo (RODINI et al., 2010). Expressao
aberrante de componentes da via NOTCH, SHH e WNT foram implicadas no

aumento da tumorigénese e aquisicao de fenétipo de CTT em cancer de pele
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(MALANCHI et al., 2008), cancer de mama (MAJUMDER et al., 2016; YANG et
al., 2016) cancer gastrico (XU et al., 2015), cancer de pulméo (BORA-SINGHAL
et al.,, 2015; YAO et al., 2016), cancer colorretal (VERMEULEN et al., 2010),
entre outros. Em meduloblastoma, o distarbio no funcionamento normal de WNT
e SHH estdo envolvidos na tumorigénese e progresséao tumoral (EVANS et al.,
1991; HAMILTON et al., 1995; KIMURA et al.,, 2005; MACDONALD, 2012;
MASCARO CORDEIRO et al., 2014; VALDORA et al., 2013).

A expressdo de marcadores tipicos de células-tronco
pluripotentes, como POUS5SF1, SOX2, LIN28 e NANOG também ja foi
correlacionada com pior progndstico em diversos tipos tumorais (BEN-PORATH
et al.,, 2008; NAKANO, 2015; SHAYKHIEV et al., 2013; SMITH et al., 2015;
WONG et al., 2008), incluindo-se meduloblastoma (HOVESTADT et al., 2014;
PICARD et al.,, 2012; RODINI et al., 2012; VANNER et al., 2014). De fato, a
expressao aberrante de POUSF1 em aproximadamente 50% de amostras de
meduloblastoma evidenciou forte correlacdo com menor sobrevida global dos
pacientes (RODINI et al., 2012). Tal correlagdo entre expressédo aberrante de
POUS5F1 e prognéstico desfavoravel sugere fungdes pré-oncogénicas relevantes
ao OCT4, justificando estudos funcionais detalhados que ainda inexistem na

literatura corrente.

1.5. FATOR DE PLURIPOTENCIA OCT4

O OCT4, também conhecido como OCT3 ou OCT3/4, é um fator
de transcricdo membro da familia POU, codificado pelo gene POU5SF1. O OCT4
favorece a transcricdo de certos genes alvos envolvidos na regulacdo dos

processos de diferenciacdo celular e manutencéo da pluripoténcia.

A expressao de OCT4 foi incialmente observada em 1989 por
Lenardo e colaboradores em amostras de carcinoma embrionario (LENARDO et
al., 1989) e, em estudos posteriores, foi demonstrado que a expressao de OCT4
ocorre predominantemente em CTE (NICHOLS et al., 1998; PESCE; SCHOLER,
2000). Para a manutencdo da pluripoténcia e regulacdo do processo de
diferenciacdo, os niveis de OCT4 devem ser finamente controlados: niveis

normais mantém as células em estado pluripotente, enquanto que a elevacao
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dos niveis favorece a diferenciacdo para linhagens da mesoderme ou
endoderme, e a diminuicdo nos niveis de OCT4 favorece a diferenciacéo para
células da trofectoderma (NIWA; MIYAZAKI; SMITH, 2000). O processo de
regulacéo de pluripoténcia e diferenciacdo envolve a associagdo do OCT4 com
diversos outros fatores de transcricdo, em uma rede complexa de interacdes
(PARDO et al., 2010; RIZZINO, 2013; SHI; JIN, 2010).

Além do seu papel na manutencao da pluripoténcia de CTE, o
OCT4, em associacdo com outro fatores de transcricdo, foi capaz de induzir
pluripoténcia em células somaticas (TAKAHASHI et al., 2007; TAKAHASHI,
YAMANAKA, 2006; YU et al., 2007). A superexpressao ectopica de apenas
OCT4 também foi capaz de induzir pluripoténcia em células-tronco neurais (KIM
et al., 2009).

O gene POUS5F1 pode gerar trés transcritos por meio de splicing
alternativo, denominados Oct4A, Oct4B e Oct4B1 (TAKEDA,; SEINO; BELL,
1992). O transcrito Oct4B possui um sitio alternativo de reconhecimento pelo
ribossomo e, assim, é capaz de gerar trés proteinas distintas a partir de um
mesmo MRNA OCT4B-265, OCT4B-190 e OCT4B-164 (TAKEDA; SEINO;
BELL, 1992; WANG et al., 2009; ZHANG et al., 2010). A proteina OCT4A difere
das proteinas geradas por Oct4B e Oct4B1 pela sua por¢cdo N-terminal, visto que
apenas o transcrito Oct4A possui 0 éxon 1, enquanto o éxon 2A é comum a

apenas os transcritos Oct4B e Oct4B1 (Figura 7).
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Figura 7 - Representacédo grafica do gene POU5F1 e os produtos derivados de splicing alternativo.
O gene POUS5F1, localizado no cromossomo 6, € composto por 4 éxons. O mRNA sofre processamento de
splicing alternativo, dando origem a trés transcritos alternativos: Oct4A, Oct4B e Oct4B1. O transcrito Oct4A
€ 0 Unico que possui 0 éxon E1. O transcrito Oct4B1 difere de Oct4B por meio de da incorporagdo de um
intron, representado na figura como E2c. O transcrito Oct4B possui um sitio alternativo de inicio de
traducao, capaz de gerar trés proteinas distintas (Oct4B-164, Oct4B-190 e Oct4B265). O transcrito Oct4B1
é relativamente novo, descrito por Atlasi e colaboradores em 2008 (ATLASI et al., 2008), e recentemente
foi proposto que os produtos originados de Oct4B1 sdo os mesmos de Oct4B. Adaptado de: JERABEK et
al., 2014.

A isoforma mais bem conhecida e que desempenha fungdes de
manutencao de pluripoténcia em CTE € a OCT4A, cuja localizacdo subcelular €
nuclear (LEE et al., 2006; TSAI et al., 2014b; ZHANG et al., 2010). As funcbes
das isoformas codificadas por Oct4B e Oct4B1 ainda sao pouco conhecidas, mas
ja foram correlacionadas com estresse genotéxico e inducdo de apoptose
(ASADI et al., 2011; FARASHAHI YAZD et al., 2011; GAO et al., 2012; WANG et
al., 2009; ZHANG et al., 2010). Devido as respectivas diferencas de funcodes,
distinguir as diferentes isoformas de POU5F1 em estudos se faz necessario para
evitar associacdes incorretas entre expressdo e fendtipo observado (WANG;
DAI, 2010).

No cancer, diversos trabalhos correlacionaram a expressédo de
POUSF1 com prognostico de pacientes com diferentes tipos tumorais. A
expressao aumentada de POU5F1 foi correlacionada com pior sobrevida e maior
agressividade em tumores de bexiga (HATEFI et al., 2012), carcinoma
hepatocelular (DONG et al., 2012; YIN et al., 2013), mama (HASSIOTOU, et al.,
2013), pancreas (WEN et al., 2010; LU et al., 2013), gliomas (DU et al., 2009;

GUO et al.,, 2010), entre outros. Mais recentemente, com uma maior
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compreensao e atencdo dada as isoformas de OCT4, alguns trabalhos
correlacionaram a expressdo especifica desses transcritos alternativos com
alguns tipos tumorais, como cancer colorretal (GAZOULI et al., 2011), de
prostata (SOTOMAYOR et al., 2009; DE RESENDE et al., 2013), carcinoma
hepatocelular (HUANG et al., 2011) e tumores de células germinativas
(RIJLAARSDAM et al., 2011).

Existem, portanto, evidéncias apontando a relevancia do fator de
transcrigdo OCT4 na malignidade de tumores, inclusive de meduloblastoma. No
entanto, ndo se sabe qual a contribuicdo especifica do transcrito alternativo
Oct4A na agressividade de tumores do SNC e, em particular, no
meduloblastoma. Considerando-se a origem embrionaria do meduloblastoma,
evidéncias da contribuicdo de CTT a fisiopatologia desse tipo tumoral e a
correlagdo entre expressao de OCT4 e menor sobrevida dos respectivos
pacientes, o presente trabalho prop6s avaliar funcionalmente a contribuicdo do

fator de transcricdo OCT4A a agressividade de meduloblastoma.






4. CONCLUSAO
A B

O desenvolvimento do presente trabalho nos possibilitou

concluir que:

1. A superexpressdo estavel de OCT4A foi capaz de alterar
significativamente propriedades tumorigénicas in vitro de células de
meduloblastoma humano, tendo sido observado aumento da
proliferagcdo celular, aumento da capacidade de crescimento
independente de ancoragem, aumento na capacidade de geracao de
esferas tumorais, diminuicio na adesdo celular, aumento na
capacidade de invasdao 3D em matriz de hidrogel e alteracbes de

resisténcia a apoptose induzida por cisplatina;

2. Asuperexpressao de OCT4A também foi capaz de alterar propriedades
tumorigénicas de células de meduloblastoma humano in vivo, conforme
evidenciado pela alteracdo da cinética de desenvolvimento de tumores
subcutaneos, geracdo de tumores com  caracteristicas
anatomopatoldgicas de maior agressividade, e aumento da capacidade

metastatica no neuroeixo, em camundongos BALB/c Nude;

3. Em células de meduloblastoma da linhagem DAQY, os efeitos positivos
sobre a capacidade de crescimento independente de ancoragem,
formagcdo de esferas tumorais e tumorigénese in vivo foram
proporcionalmente maiores conforme o aumento do nivel de

superexpressao de OCTA4A,

4. A superexpressdo de OCT4A em células de meduloblastoma humano
nao alterou consistentemente a expressdo dos genes SOX2 e LIN28A,
codificadores de fatores de pluripoténcia, e a capacidade de

crescimento em condicfes de cultivo de CTE.
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5. Aberracfes adicionais no nimero de coépias cromossémicas foram
observadas em algumas células de meduloblastoma com
superexpressado de OCT4A. No entanto, o padrdo de ganhos e perdas
de segmentos cromossémicos variou conforme a linhagem celular e
ndo houve correlacdo consistente com as respectivas alteracées de
expressao génica global observadas ap0s a superexpressdo de
OCTA4A,;

6. A superexpressdo de OCT4A em células de meduloblastoma humano
das linhagens Daoy, D283Med e USP-13-Med foi capaz de alterar, em
comum, a expressao de um grupo de 141 genes envolvidos com
propriedades importantes para a iniciacao e progressao tumoral como
crescimento celular e proliferagdo, movimento celular, metabolismo de
drogas e morte celular. A maioria desses genes diferencialmente
expressos nao codifica proteinas, sendo principalmente representada
por genes codificadores de long-non coding RNAs e small nucleolar
RNAs.
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