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RESUMO 

 

SILVA, P. B. G. Fator de Pluripotência OCT4A e agressividade de 

meduloblastoma humano [Pluripotency factor OCT4A and aggressiveness of 

human medulloblastoma]. 2016. 213 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto 

de Biociências, Universidade de São Paulo, São Paulo. 2016 

 

O meduloblastoma é o tumor maligno do sistema nervoso central 

mais frequente na infância e adolescência. A expressão de genes tipicamente 

expressos em células-tronco está correlacionada com pior prognóstico em 

pacientes com meduloblastoma e a expressão de POU5F1 se mostrou capaz de 

distinguir pacientes com desfecho clínico desfavorável e pior sobrevida. Apesar 

do seu valor prognóstico, não há evidências diretas da contribuição de OCT4 

para a aquisição de fenótipos mais agressivos em meduloblastoma. Nesse 

contexto, o presente trabalho investigou o papel da isoforma OCT4A em 

características pró-tumorigênicas de meduloblastoma in vitro e in vivo, e também 

avaliou as alterações moleculares que podem ser responsáveis pela aquisição 

de fenótipo mais agressivo em células de meduloblastoma humano. Para tanto, 

foi realizada a superexpressão de OCT4A mediada por retrovírus em três 

linhagens celulares de meduloblastoma (Daoy, D283Med e USP-13-Med). As 

células de meduloblastoma com superexpressão de OCT4A exibiram maior 

proliferação e alterações no ciclo celular. Foram observados também aumentos 

na atividade clonogênica, geração de esferas tumorais e desenvolvimento 

tumoral em modelo subcutâneo, sendo esses efeitos dependentes dos níveis de 

OCT4A. A avaliação da mobilidade celular in vitro demonstrou diminuição na 

adesão celular e aumento da invasão celular de esferoide 3D. Em modelo 

ortotópico de meduloblastoma, as células com superexpressão de OCT4A 

geraram tumores mais desenvolvidos, com fenótipos mais agressivos, 

infiltrativos e metastáticos. A superexpressão de OCT4A foi associada a maior 

instabilidade genômica, entretanto, as aberrações em números de cópias 

variaram em frequência e tipo de alteração dependendo da linhagem celular, e 

sendo pouco associada com os genes diferencialmente expressos. De forma 

interessante, uma relevante expressão diferencial de RNAs não-codificadores de 

proteínas foi observada em células de meduloblastoma com superexpressão de 

OCT4A, incluindo os recém descobertos e pouco caracterizados RNAs não 

codificadores longos, além de múltiplos RNAs pequenos nucleolares. Assim, os 

resultados aqui apresentados fundamentam a relevância de fatores envolvidos 

em pluripotência para o agravamento de traços associados com desfecho clínico 

desfavorável em meduloblastoma e destacam o valor prognóstico e terapêutico 

de OCT4A neste tumor pediátrico do sistema nervoso central. 
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ABSTRACT 

 

SILVA, P. B. G. Pluripotency factor OCT4A and aggressiveness of human 

medulloblastoma [Fator de Pluripotência OCT4A e agressividade de 

meduloblastoma humano]. 2016. 213 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto 

de Biociências, Universidade de São Paulo, São 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 POU5F1 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. CÂNCER 

O câncer é uma das principais causas de mortalidade e 

morbidade no mundo e somente em 2012 foram diagnosticados 14,1 milhões de 

novos casos, além de ter sido responsável por 8,2 milhões de óbitos devido a 

complicações provocadas pelo câncer (FERLAY et al., 2015). Observa-se que a 

incidência de neoplasias em países desenvolvidos é maior que a de países em 

desenvolvimento (FERLAY et al., 2015) e dados publicados pelo Centro de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC, do inglês, Centers for Disease Control 

and Prevention) dos Estados Unidos (EUA) indicam que mortes causadas por 

neoplasias em 2013 possuíam taxas muito semelhantes a de doenças 

cardiovasculares (22.5% e 23.5%, respectivamente) (XU et al., 2016). No Brasil, 

a proporção da mortalidade por câncer é similar aos dados mundiais, sendo a 

segunda principal causa de morte (17%) e inferior apenas a doenças 

cardiovasculares (31%) (WHO, 2014). O Instituto Nacional de Câncer (INCA) 

estimou a incidência de 596.070 novos casos de neoplasias em 2016 (INCA, 

2015).  

Apesar dos avanços em medidas profiláticas e terapêuticas para 

o câncer, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que em 2030, 

aproximadamente 22 milhões de pessoas serão diagnosticadas com algum tipo 

de neoplasia e 13 milhões terão suas mortes associadas ao desenvolvimento e 

progressão tumoral. Somente no Brasil, estima-se que a incidência e a 

mortalidade por câncer duplicarão até 2035 (WHO; IARC, 2012). Tal projeção 

evidencia o câncer como um dos principais problemas de saúde pública. Por se 

tratar de um conjunto de mais de 100 doenças que acometem diversos tipos 

celulares e tecidos, as abordagens clínicas costumam ser específicas para cada 

tipo tumoral. Com o intuito de aperfeiçoar os métodos diagnósticos, profiláticos 

e terapêuticos, grande atenção tem sido dada à classificação de subgrupos 

clínicos, bem como de subtipos histopatológicos e moleculares de tumores, 

visando a melhoria na qualidade de vida do paciente. 
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O câncer é uma doença complexa e, na maioria dos casos, de 

origem multifatorial, sob influência de diversos fatores como, por exemplo: idade, 

sexo, etnia, distribuição geográfica, estilo de vida e hábitos alimentares. Os 

tumores de pele não melanoma são os mais frequentes na população e 

comumente são excluídos das estatísticas devido a sua alta incidência e baixa 

letalidade. Após a sua exclusão, os tumores de próstata e mama são os mais 

frequentes na população, seguidos por câncer de pulmão e câncer colorretal 

(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015). No Brasil, o câncer de próstata, pulmão e 

colorretal são os mais frequentes em homens, enquanto que, em mulheres, há 

maior incidência de tumores de mama, colorretal e de colo do útero (INCA, 2015). 

1.2. TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) são 

relativamente raros, sendo o 14º tipo mais comum em homens e o 15º 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 incidência, 

os tumores do SNC possuem alta letalidade, com expectativa de sobrevida em 

cinco anos de 35% dos casos diagnosticados (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016). 

Em crianças e adolescentes, as neoplasias do SNC apresentam um panorama 

ainda mais preocupante por representarem o segundo grupo de tumores mais 

frequentes (atrás apenas das leucemias) e o mais fatal a desenvolver-se nessa 

faixa etária (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), são os mais frequentemente encontrados no 

SNC (35.9%). Dentre os tumores malignos, o glioblastoma é o tumor mais 

frequente, representando 53,4% de todos os tumores malignos do SNC e 15,1% 

do total de diagnósticos. 
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Em crianças, no entanto, os tumores malignos compreendem a 

maioria dos tumores primários diagnosticados no SNC, com incidência de 3,73 

casos em 100.000 habitantes, comparativamente aos tumores benignos que 

apresentam incidência estimada em 1,64 em 100.000 (OSTROM et al., 2015b). 

Os tumores embrionários são os principais tumores a desenvolverem-se no SNC 

de crianças até quatro anos de idade, e o segundo principal em crianças e 

adolescentes na faixa etária de 0-19 anos. Dentre os tumores embrionários, o 

meduloblastoma é o tumor mais frequente, correspondendo a 62,9% dos 

tumores embrionários diagnosticados em crianças de 0-14 anos, seguido pelo 

Tumor Teratóide Rabdóide Atípico (do inglês Atypical Teratoid/Rhabdoid Tumor, 

AT/RT) (15,5%) (OSTROM et al., 2015b). Apesar dos avanços recentes no 

diagnóstico 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 pediátrico maligno mais comum do 

SNC e a principal causa de morte por câncer em crianças. É um tumor de origem 

embrionária que desenvolve-se no cerebelo após a desregulação de vias de 

sinalização importantes para o desenvolvimento do SNC (LETO et al., 2015). 

Seguindo a classificação da OMS, o meduloblastoma é um tumor altamente 

agressivo (Grau IV), com presença de células com morfologia anormal e alta taxa 

de proliferação, extensa vascularização e angiogênese, e presença 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 

disseminação dentro do neuroeixo, sendo observado a ocorrência de 

metástases em 40% dos casos diagnosticados. Nos casos mais raros, são 

observadas metástases na medula óssea, pulmão e linfonodos (WU et al., 2012). 

Os primeiros sintomas observados em pacientes com 

meduloblastoma são letargia, irritabilidade, falta de apetite, dor de cabeça e 

vômito. Tais sintomas são comumente confundidos devido a sua 

inespecificidade e similaridade a outras doenças. A suspeita de meduloblastoma 
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ocorre, geralmente, a partir dos sintomas secundários, como tontura, perda de 

equilíbrio, visão dupla, nistagmo, rigidez da nuca, inclinação do pescoço e 

hidrocefalia. Os sintomas secundários geralmente ocorrem após a massa 

tumoral impedir o fluxo do líquido cefalorraquidiano (LCR) no 4º ventrículo e pela 

compressão do tronco encefálico e estruturas importantes no cerebelo (ABTA, 

2015). 

Em todos os casos diagnosticados de meduloblastoma, o 

paciente é submetido a ressecção cirúrgica. São utilizados tratamentos 

adicionais como quimioterapia e/ou radioterapia, baseado na possibilidade de 

recidiva tumoral e idade do paciente. Devido à localização primária desse tumor 

e o fato de o desenvolvimento do SNC ocorrer até a adolescência, evita-se a 

utilização de terapias agressivas que podem exercer efeitos adversos. Fouladi e 

colaboradores observaram que 90% das crianças com menos de três anos, 

submetidas a radioterapia cranioespinhal total (RCE), desenvolveram 

endocrinopatias, como deficiência na produção do hormônio do crescimento e 

hormônio adrenocorticotrófico, além de hipotireoidismo (FOULADI et al., 2005).  

Os tratamentos também afetam parâmetros neurocognitivos que 

impactam a qualidade de vida do paciente. Foi reportado que os pacientes 

submetidos a RCE quando crianças não possuem independência para trabalhar 

(FOULADI et al., 2005) e não são casados quando atingem a idade adulta 

(FOULADI et al., 2005; KILTIE; LASHFORD; GATTAMANENI, 1997). Tais 

pacientes necessitam de educação especial durante a infância e adolescência 

(KILTIE; LASHFORD; GATTAMANENI, 1997) e, devido a agressividade do 

meduloblastoma, tal dependência de educação especial é maior do que a de 

pacientes diagnosticados com ependimoma, um outro tipo de tumor do SNC 

(HOPPE-HIRSCH et al., 1995). No entanto, a utilização de terapias mais brandas 

pode comprometer o tratamento de tumores muito agressivos, facilitando 

recidivas tumorais. Quase a totalidade dos pacientes com reaparecimento da 

doença falecem em até cinco anos (ZELTZER et al., 1999). Com o intuito de 

amenizar eventuais sequelas no SNC em desenvolvimento e aumentar a 

eficiência dos tratamentos, classificações de pacientes com meduloblastoma 

baseadas em parâmetros clínicos, histopatológicos e, mais recentemente, 
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moleculares têm sido exploradas para aperfeiçoar a escolha terapêutica mais 

indicada para cada caso clínico. 

1.3.1. CLASSIFICAÇÃO CLÍNICA DO MEDULOBLASTOMA 

Os pacientes com meduloblastoma são estratificados 

clinicamente em risco médio ou alto de ocorrência de recidiva tumoral. São 

utilizados parâmetros tais como: idade do paciente ao diagnóstico, tamanho 

residual do tumor após a ressecção cirúrgica e presença de metástase ao 

diagnóstico. As crianças com idade inferior a três anos costumam apresentar 

tumores mais agressivos e são então classificadas como pacientes com alto 

risco de recidiva. O mesmo ocorre para pacientes em qualquer idade que 

apresentam metástase no momento do diagnóstico inicial. 

Durante a cirurgia, o médico pondera a extensão de excisão do 

tumor, podendo ser total, quase total e subtotal, de forma a evitar o 

comprometimento da função cerebelar. Em muitos casos, a invasão do tumor em 

estruturas do cerebelo e tronco encefálico impossibilita a ressecção total ou 

quase total do tumor. Uma ressecção subtotal, caracterizada pela presença de 

resíduo tumoral superior a 1,5 cm², é o outro parâmetro utilizado para estratificar 

os pacientes de alto risco de recidiva (THOMPSON et al., 2016). Pacientes com 

idade superior a três anos, sem a presença de metástase ao diagnóstico e que 

tiveram ressecção tumoral total ou quase total (tumor residual inferior a 1,5 cm2) 

são classificados como pacientes de médio risco de recidiva e submetidos a 

tratamentos menos agressivos. 

Apesar desta classificação ser muito utilizada na clínica, seu 

poder prognóstico não é totalmente eficaz, sendo observada a progressão 

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 prognóstico tem sido sugerido para complementar esta 

estratificação clínica de rotina e melhor avaliar procedimentos terapêuticos a 

serem adotados. A detecção de expressão positiva do gene codificador do fator 

de pluripotência OCT4 em meduloblastoma, por exemplo, foi recentemente 
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proposta para identificar pacientes clinicamente classificados como de baixo 

risco, mas que podem não responder bem ao tratamento padrão e apresentar 

evolução clínica desfavorável, típica de pacientes de alto risco (RODINI et al., 

2012). Como apontado adiante, outros indicadores de prognóstico têm sido 

discutidos para embasar a escolha da modalidade terapêutica mais indicada. 

1.3.2. CLASSIFICAÇÃO HISTOPATOLÓGICA DO MEDULOBLASTOMA 

Em 2007, a OMS classificou o meduloblastoma em cinco 

subtipos histológicos distintos: (1) clássico, (2) desmoplásico/nodular, (3) com 

extensa nodularidade, (4) anaplásico e (5) de células-grandes (LOUIS et al., 

2007). 

O perfil histopatológico de meduloblastoma clássico (Figura 1A), 

observado em aproximadamente 73% dos casos (ELLISON, 2010), é 

caracterizado pela presença de pequenas células redondas ou elipsoides com 

núcleos hipercromáticos redondos a ovais e alta razão núcleo-citoplasma 

(BOROWSKA; JÓŹWIAK, 2016; GILBERTSON; ELLISON, 2008). Podem 

também ser observadas estruturas como rosetas ou estruturas em paliçadas em 

alguns tumores clássicos de meduloblastoma (ELLISON, 2010). 

Os tumores classificados como nodular/desmoplásico (Figura 

1B) e meduloblastoma com extensa nodularidade (Figura 1D) são comumente 

classificados como um único grupo, geralmente denominado desmoplásico, 

caracterizados pela formação de duas estruturas histológicas distintas no interior 

do tumor: uma região internodular, formada por células indiferenciadas 

altamente proliferativas, e regiões nodulares, compostas por células neurocíticas 

diferenciadas com baixa taxa mitótica e podendo apresentar deposição de 

colágeno pericelular (desmoplasia) (BOROWSKA; JÓŹWIAK, 2016; 

GILBERTSON; ELLISON, 2008). Os tumores desmoplásicos correspondem a 

aproximadamente 10% dos diagnósticos de meduloblastomas e são 

considerados os de melhor prognóstico dentre esses subtipos histológicos, com 

sobrevida livre da doença em cinco anos de 82% (ELLISON, 2010) (MASSIMINO 

et al., 2013).  
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Os tumores anaplásicos e de células-grandes (Figura 1C) 

também são agrupados como um único subtipo, visto que todos os 

meduloblastomas de células-grandes apresentam anaplasia em seu perfil 

histológico (GILBERTSON; ELLISON, 2008). Os tumores de células-

grandes/anaplásico representam 17% de todos os diagnósticos (ELLISON, 

2010) e correspondem ao subtipo histológico com pior prognóstico, 

caracterizado por grande heterogeneidade celular, perfil indiferenciado 

(LAMONT et al., 2004; MASSIMINO et al., 2013) e maior propensão a metástase 

(BOROWSKA; JÓŹWIAK, 2016). A histopatologia desse subtipo tumoral é 

caracterizada pela presença de células grandes e redondas, pouco 

diferenciadas, com pleomorfismo nuclear e nucléolo proeminente, além de 

regiões com alta densidade de células poliédricas. As células apresentam maior 

índice mitótico e apoptótico que as células dos demais subtipos histológicos 

(BOROWSKA; JÓŹWIAK, 2016; GILBERTSON; ELLISON, 2008). 

Apesar de muito utilizado na clínica, o perfil histopatológico ainda 

possui falhas quanto a classificação dos pacientes em relação ao prognóstico 

esperado. Com isso, a OMS em conjunto com os mais respeitados grupos de 

pesquisa neuro-oncológica definiram novas classificações para o 

meduloblastoma, considerando-se parâmetros clínicos e histopatológicos em 

associação com perfis moleculares (LOUIS et al., 2016) para a estratificação de 

riscos, definição de abordagens terapêuticas e desenho de novos testes clínicos 

(RAMASWAMY et al., 2016b). 
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Figura 1 - Classificação histopatológica de meduloblastoma. (A) Meduloblastoma Clássico: composto 

por pequenas células arredondadas ou elipsoides com alta razão núcleo citoplasma. Organizam-se em 

linhas paralelas e podem apresentar estruturas em paliçadas ou rosetas de Homer-Wright (seta). (B) 

Meduloblastoma Nodular/Desmoplásico: formado por duas regiões distintas, uma região internodular de 

células hipercromáticas, e região de estruturas em paliçadas composta por células neuronais em 

diferenciação (seta). (C) Meduloblastoma Anaplásico e de Células-Grandes: composto por células grandes, 

volume variável de citoplasma e pleomorfismo nuclear (seta). (D) Meduloblastoma com Extensa 

Nodularidade: Assim como o meduloblastoma nodular desmoplásico, apresenta região nodular e região 

internodular com a presença de fibras de colágeno (seta). Fonte: NORTHCOTT et al., 2012a. 

1.3.3. CLASSIFICAÇÃO MOLECULAR DO MEDULOBLASTOMA 

Evidências de alterações moleculares que favorecem a 

patogênese do meduloblastoma já eram descritas desde 1990, como a formação 

de isocromossomo 17p e amplificação de C-MYC (BIGNER; VOGELSTEIN, 

1990), bem como a associação com doenças sindrômicas como Gorlin e Turcot 

(EVANS et al., 1991; MORI et al., 1994). No entanto, com o advento de novas 

tecnologias genômicas e o estabelecimento do projeto genoma do câncer de 

tumores do SNC, foi possível a identificação de subgrupos moleculares e suas 

correlações com parâmetros clínicos e prognósticos 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, é o subgrupo molecular com melhor prognóstico e raramente 

apresenta metástase. Molecularmente, os tumores do subgrupo WNT são 

caracterizados por mutações somáticas no gene CTNNB1, favorecendo o 

acúmulo de β-CATENINA nuclear e hiperativação da via de sinalização WNT. A 

análise citogenética de meduloblastoma WNT apresenta, principalmente, 

monossomia do cromossomo 6 e o subtipo histológico do tumor é 

predominantemente o da forma clássica (NORTHCOTT et al., 2012a). Pacientes 

com síndrome de Turcot possuem mutações germinativas em APC, cuja proteína 

truncada favorece a translocação de β-CATENINA citoplasmática para o núcleo 

e consequente ativação da via WNT. Tais pacientes apresentam maior 

predisposição a formação de pólipos que podem progredir à formação de câncer 

colorretal e também apresentam 92 vezes mais chances de desenvolvimento de 

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

Os pacientes diagnosticados com tumores do subgrupo SHH 

representam 30% dos casos, cujo prognóstico é intermediário 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 metástase ao 

diagnóstico. Os tumores apresentam hiperativação da via de sinalização Sonic-

Hedgehog (SHH) devido a mutações somáticas 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 

síndrome de Gorlin, caracterizada pela perda de função do receptor 

transmembrana PTCH, apresentam manifestações clínicas como anomalias do 

desenvolvimento e maior incidência a neoplasias, dentre elas, o meduloblastoma 

(TAYLOR; MAINPRIZE; RUTKA, 2000). Citogeneticamente, os tumores do 

subgrupo SHH apresentam, em sua maioria, deleção de 9q e amplificação de 

MYCN (NORTHCOTT et al., 2012a). Devido aos conhecimentos recentes sobre 

a caracterização molecular de meduloblastoma, novas abordagens terapêuticas 

vêm sendo testadas, sendo o subgrupo SHH de tumores o mais estudado em 
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ensaios clínicos, com inibidores específicos de SMO (BERMAN et al., 2002; 

ROMER et al., 2004; SASAI et al., 2007) 

Os subgrupos 3 e 4 são molecularmente mais heterogêneos 

quando comparados aos subgrupos WNT e SHH. Por esse motivo, em nova 

proposta de estratificação, ambos são agrupados e chamados como grupo não-

SHH/WNT (LOUIS et al., 2016; RAMASWAMY et al., 2016b). Os pacientes do 

grupo 3 são os que apresentam o pior prognóstico, com presença de metástase 

em aproximadamente 50% dos casos (KOOL et al., 2012). Os tumores do 

subgrupo 3 apresentam amplificações de MYC, com consequente expressão 

aberrante deste oncogene, e alta instabilidade genômica, observada por grandes 

perdas e ganhos de segmentos cromossômicos, sendo perda de 10q, 11, 16q e 

7p, e ganho de 1q , 7 e 17q as mais frequentes (KOOL et al., 2012; NORTHCOTT 

et al., 2012b).  

O subgrupo 4 é o mais comum, representando 

aproximadamente 35% dos casos. No entanto, é o menos caracterizado em 

relação a alterações moleculares e fenotípicas. Os pacientes apresentam 

prognóstico intermediário, com sobrevida em cinco anos estimada de 75% e 

frequentemente apresentam metástase ao diagnóstico (31%). A principal 

alteração citogenética desse subgrupo é a presença de isocromossomo 17 e 

deleções de 17p (KOOL et al., 2012), além de amplificações de MYCN e CDK6, 

com predominante expressão de genes envolvidos no desenvolvimento neuronal 

(NORTHCOTT et al., 2012b).  

Atualmente, muito se sabe sobre perfis de expressão gênica e 

alterações genéticas e moleculares do meduloblastoma. No entanto, o 

meduloblastoma é um tipo tumoral cujas taxas de mutações são 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 mutações, muitas delas ocorrem em genes reguladores de cromatina 

(HOVESTADT et al., 2014; HUETHER et al., 2014; KOOL et al., 2014), indicando 

que alterações epigenéticas devem desempenhar papel importante na etiologia 

e patogênese do meduloblastoma (MILLER et al., 2011; SHI et al., 2014). De 

fato, o padrão de metilação do DNA pode ser utilizado para a identificação dos 
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subgrupos moleculares (HOVESTADT et al., 2014), sendo inclusive sugerido 

como método diagnóstico por neuro-oncologistas no momento da estratificação 

dos pacientes (RAMASWAMY et al., 2016b). 

Um resumo das principais alterações moleculares e 

manifestações clínicas dos subgrupos moleculares de meduloblastoma é 

apresentado na Figura 2. 

 

Figura 2 - Classificação molecular de meduloblastoma. Comparação de parâmetros demográficos, 

clínicos e genéticos dos subgrupos moleculares de meduloblastoma. LCA: Meduloblastoma 

Anaplásico/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 transformação maligna de células-tronco 

multipotentes que faziam parte do tubo neural primitivo, denominadas 

meduloblastos (RUTKA; HOFFMAN, 1996). Hoje, sabe-se que o 

meduloblastoma é um tumor de origem embrionária, localizado 

supratentorialmente na fossa posterior e que possui desregulação de vias de 
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sinalização implicadas no desenvolvimento do SNC, particularmente atuantes 

em células progenitoras cerebelares. A combinação de diferentes vias de 

sinalização 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 neurogênese e movimentação celular para formar a 

estrutura laminar do cerebelo. A camada dorso medial da zona ventricular dá 

origem às células de Purkinje, neurônios cerebelares do núcleo e interneurônios 

cerebelares, e uma segunda camada, próxima aos lábios rômbicos, dará origem 

aos neurônios granulares cerebelares e uma subpopulação de neurônios do 

núcleo. Durante o período embrionário, células progenitoras presentes nos 

lábios rômbicos migram dorsalmente pela superfície do cerebelo para dar origem 

à camada granular externa. As células progenitoras granulares da camada 

granular externa iniciam um processo de expansão e intensa proliferação para 

dar origem aos neurônios granulares cerebelares, sendo que mitógenos como 

SHH e NOTCH2 desempenham papel fundamental durante esse processo de 

expansão clonal da camada granular externa. Já no início do período pós-natal, 

as células progenitoras granulares iniciam o processo de diferenciação 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 populações de 

células-tronco neurais e células progenitoras já foram observadas em diferentes 

regiões do cerebelo e tronco encefálico (FINK et al., 2006; LEE et al., 2005; 

WANG; ROSE; ZOGHBI, 2005). 



 

 

38 INTRODUÇÃO 

 

Figura 3 - Desenvolvimento cerebelar e meduloblastoma. (A-B) Durante o desenvolvimento 

embrionário, as células progenitoras localizadas na região ventricular do metencéfalo migram radialmente 

para dar origem às células de Purkinje (CP). As células progenitoras do lábio rômbico migram dorsalmente 

para dar origem à camada granular externa (CGE). (C) Durante o período pós-natal, as células granulares 

progenitoras da CGE proliferam intensivamente, diferenciam e migram através da camada de células de 

Purkinje para dar origem à camada granular interna (CGI). 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 está envolvido na tumorigênese de 

meduloblastoma do subgrupo molecular SHH (SCHÜLLER et al., 2008; YANG 

et al., 2008). Em relação aos tumores do subgrupo WNT, acredita-se que o seu 

surgimento decorra da transformação maligna de células-tronco neurais 

presentes na camada inferior do lábio rômbico e tronco encefálico, 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 

correlação com perfil de expressão gênica de células mais indiferenciadas, 

observado principalmente em células-tronco neurais, células-tronco 

embrionárias (CTE) e células-tronco pluripotente induzidas (do inglês, Induced 

Pluripotent Stem Cells iPSCs) (KAWAUCHI et al., 2012; PEI et al., 2012). A 

inoculação de células progenitoras granulares foi capaz de dar origem a tumores 

do subgrupo 3 após superexpressão de MYC. No entanto, as células tumorais 

apresentavam perda da expressão do marcador de diferenciação de células 

granulares ATOH-1, e passaram a expressar o marcador de células-tronco 

neurais CD133 (também conhecido como Prominina-1, do inglês Prominin-1), 

indicando que o processo de desdiferenciação dessas células pode ser um 

processo importante na tumorigênese de meduloblastoma do subgrupo 3 (Figura 

4) (KAWAUCHI et al., 2012). 

 

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 evidências das células de origem do meduloblastoma e 

sua correlação com subgrupos moleculares. CT: Célula-Tronco; CP: Célula Progenitora; MB: 

Meduloblastoma; GNP: Precursor de Neurônio Granular; CGE: Camada Granular Externa. Adaptado de: 

MANORANJAN et al., 2013. 
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1.4. CÉLULAS-TRONCO TUMORAIS 

O modelo estocástico ou clonal de tumorigênese propõe que 

alterações genéticas ocorrem em uma única célula normal do tecido, 

favorecendo sua expansão clonal e consequente formação do tumor. A 

heterogeneidade observada na massa tumoral pode ser explicada pela aquisição 

de novas mutações devido à instabilidade genômica e alta proliferação, com 

consequente formação de novos clones capazes de favorecer a progressão 

tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além disso, a heterogeneidade tumoral 

observada nesse modelo credita a pressão seletiva do ambiente e maior 

adaptação de subpopulações celulares para a formação da massa tumoral. 

Assim, subclones mais agressivos e mais bem adaptados às pressões 

microambientais moldariam a heterogeneidade inter e intratumoral (BURRELL et 

al., 2013; CAIRNS, 1975; NOWELL, 1976). Nesse modelo de evolução clonal, 

todas ou a maioria das células tumorais têm a mesma potencialidade para formar 

um novo tumor em um novo microambiente ou quando transplantado, por 

exemplo, em um animal de laboratório. 

Um modelo alternativo de tumorigênese descrito mais 

recentemente propõe que as células tumorais diferem em sua capacidade de 

gerar e propagar tumores. Nesse modelo, uma pequena subpopulação de 

células, denominadas de células-tronco tumorais (CTT), são as principais células 

responsáveis pelo desenvolvimento tumoral. Tais células possuem propriedades 

semelhantes às de células-tronco normais dos respectivos tecidos primários em 

que os tumores residem, porém apresentam aberrações em processos como 

auto-renovação e diferenciação 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 são conhecidas como células iniciadoras 

de tumor. Além disso, as CTT também são capazes de originar os diversos 

subclones celulares que contribuem para a heterogeneidade tumoral 

(MANORANJAN et al., 2012; VISVADER & LINDEMAN, 2012). A apresentação 

celular hierárquica 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 sólidos, a identificação 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 identificação e separação celular com o 

auxílio de marcadores de superfície específicos, como CD133 para tumores do 

SNC, e CD34 e CD38 para leucemia mielóide aguda (BONNET; DICK, 1997; 

SINGH et al., 2003). Além da capacidade de auto-renovação e diferenciação 

celular, as CTT possuem outras propriedades importantes para a progressão 

tumoral, como maior resistência a quimioterápicos e morte celular (BAO et al., 

2006) e transição epitélio-mesenquimal (do inglês Epithelial-to-Mesenchymal 

Transition, TEM), favorecendo o processo de invasão tecidual e metástase 

(CHAFFER et al., 2013).  

Vale destacar que a origem das CTT ainda é debatida. Muitos 

pesquisadores já apontaram as células-tronco e progenitores normais como 

células de origem para a transformação neoplásica. Reya e colaboradores 

inclusive postularam que a permanência de células-tronco por um longo período 

no tecidos facilitaria o acúmulo de mutações necessárias para a sua 

transformação neoplásica (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 próprio tumor que, após a aquisição de mutações genéticas, 

epigenéticas e estímulos do ambiente, podem sofrer um processo de des-

diferenciação 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 dinâmico da geração de CTT 

(Figura 5), enfatizando a ação de fatores intrínsecos e extrínsecos como ativação 

de vias importantes de sinalização celular e ação do microambiente tumoral 

(Figura 6) (VERMEULEN et al., 2008, 2012). 
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Figura 5 - Modelo de células-tronco tumorais. (A) Modelo hierárquico de CTT postula que um pool de 

CTT proliferam assimetricamente para dar origem a uma célula idêntica (auto-renovação) e uma célula 

progenitora. As células progenitoras iniciam o processo de diferenciação e dão origem às células tumorais 

diferenciadas que compõe a massa tumoral. (B) O modelo dinâmico de CTT postula que células e fatores 

do microambiente tumoral, aqui representado por células estromais, modulam o fenótipo celular e 

favorecem a des-diferenciação de células tumorais diferenciadas e/ou progenitoras ao estágio de CTT. 

Adaptado de: VERMEULEN et al., 2012. 

Esse modelo dinâmico de geração de CTT tem implicações 

clínicas importantes com relação a resistência a tratamentos e recidivas 

tumorais. Visto que qualquer célula tumoral poderia sofrer o processo de des-

diferenciação e, assim, tornar-se uma CTT, mesmo com a utilização de drogas 

específicas para a erradicação dessas células, novas CTT poderiam ser 

formadas após o tratamento e, dessa forma, contribuir para a recorrência 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 - Regulação de células-tronco tumorais. Fatores que influenciam e regulam o fenótipo de CTT. 

Fatores intrínsecos incluem a influência da genética, epigenética e metabolismo celular e fatores 

extrínsecos incluem a interação com o microambiente tumoral, fatores liberados no nicho tumoral e 

interação com células do sistema imune. Adaptado de: LATHIA et al., 2015. 

1.4.1. CÉLULAS-TRONCO TUMORAIS E MEDULOBLASTOMA  

As CTT foram inicialmente identificadas em tumores do SNC por 

Singh e colaboradores (2003) com base na expressão do marcador de superfície 

CD133 (SINGH et al., 2003). As células positivas para CD133 derivadas de 

gliomas e meduloblastoma demonstraram capacidade de formação de esferas 

tumorais in vitro (SINGH et al., 2003) e maior tumorigenicidade quando 

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

Além da expressão de marcadores de superfície típicos de 

células-tronco normais, as CTT também são caracterizadas pela expressão de 

genes envolvidos na manutenção da pluripotência e em vias de sinalização 

implicadas no desenvolvimento do organismo (RODINI et al., 2010). Expressão 

aberrante de componentes da via NOTCH, SHH e WNT foram implicadas no 

aumento da tumorigênese e aquisição de fenótipo de CTT em câncer de pele 
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(MALANCHI et al., 2008), câncer de mama (MAJUMDER et al., 2016; YANG et 

al., 2016) câncer gástrico (XU et al., 2015), câncer de pulmão (BORA-SINGHAL 

et al., 2015; YAO et al., 2016), câncer colorretal (VERMEULEN et al., 2010), 

entre outros. Em meduloblastoma, o distúrbio no funcionamento normal de WNT 

e SHH estão envolvidos na tumorigênese e progressão 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 expressão de marcadores típicos de células-tronco 

pluripotentes, como POU5F1, SOX2, LIN28 e NANOG também já foi 

correlacionada com pior prognóstico 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 

expressão aberrante de POU5F1 em aproximadamente 50% de amostras de 

meduloblastoma evidenciou forte correlação com menor sobrevida global dos 

pacientes (RODINI et al., 2012). Tal correlação entre expressão aberrante de 

POU5F1 e prognóstico desfavorável sugere funções pró-oncogênicas relevantes 

ao OCT4, justificando estudos funcionais detalhados que ainda inexistem na 

literatura corrente. 

1.5. FATOR DE PLURIPOTÊNCIA OCT4 

O OCT4, também conhecido como OCT3 ou OCT3/4, é um fator 

de transcrição membro da família POU, codificado pelo gene POU5F1. O OCT4 

favorece a transcrição de certos genes alvos envolvidos na regulação dos 

processos de diferenciação celular e manutenção da pluripotência.  

A expressão de OCT4 foi incialmente observada em 1989 por 

Lenardo e colaboradores em amostras de carcinoma embrionário (LENARDO et 

al., 1989) e, em estudos posteriores, foi demonstrado que a expressão de OCT4 

ocorre predominantemente em CTE (NICHOLS et al., 1998; PESCE; SCHÖLER, 

2000). Para a manutenção da pluripotência e regulação do processo de 

diferenciação, os níveis de OCT4 devem ser finamente controlados: níveis 

normais mantêm as células em estado pluripotente, enquanto que a elevação 
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dos níveis favorece a diferenciação para linhagens da mesoderme ou 

endoderme, e a diminuição nos níveis de OCT4 favorece a diferenciação para 

células da trofectoderma (NIWA; MIYAZAKI; SMITH, 2000). O processo de 

regulação de pluripotência e diferenciação envolve a associação do OCT4 com 

diversos outros fatores de transcrição, em uma rede complexa de interações 

(PARDO et al., 2010; RIZZINO, 2013; SHI; JIN, 2010). 

Além do seu papel na manutenção da pluripotência de CTE, o 

OCT4, em associação com outro fatores de transcrição, foi capaz de induzir 

pluripotência em células somáticas (TAKAHASHI et al., 2007; TAKAHASHI; 

YAMANAKA, 2006; YU et al., 2007). A superexpressão ectópica de apenas 

OCT4 também foi capaz de induzir pluripotência em células-tronco neurais (KIM 

et al., 2009).  

O gene POU5F1 pode gerar três transcritos por meio de splicing 

alternativo, denominados Oct4A, Oct4B e Oct4B1 (TAKEDA; SEINO; BELL, 

1992). O transcrito Oct4B possui um sítio alternativo de reconhecimento pelo 

ribossomo e, assim, é capaz de gerar três proteínas 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 proteína OCT4A difere 

das proteínas geradas por Oct4B e Oct4B1 pela sua porção N-terminal, visto que 

apenas o transcrito Oct4A possui o éxon 1, enquanto o éxon 2A é comum a 

apenas os transcritos Oct4B e Oct4B1 (Figura 7). 
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Figura 7 - Representação gráfica do gene POU5F1 e os produtos derivados de splicing alternativo. 

O gene POU5F1, localizado no cromossomo 6, é composto por 4 éxons. O mRNA sofre processamento de 

splicing alternativo, dando origem a três transcritos alternativos: Oct4A, Oct4B e Oct4B1. O transcrito Oct4A 

é o único que possui o éxon E1. O transcrito Oct4B1 difere de Oct4B por meio de da incorporação de um 

íntron, representado na figura como E2c. O transcrito Oct4B possui um sítio alternativo de início de 

tradução, capaz de gerar três proteínas 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 são os mesmos de Oct4B. Adaptado de: JERABEK et 

al., 2014. 

A isoforma mais bem conhecida e que desempenha funções de 

manutenção de pluripotência em CTE é a OCT4A, cuja localização subcelular é 

nuclear (LEE et al., 2006; TSAI et al., 2014b; ZHANG et al., 2010). As funções 

das isoformas codificadas por Oct4B e Oct4B1 ainda são pouco conhecidas, mas 

já foram correlacionadas com estresse genotóxico e indução de apoptose 

(ASADI et al., 2011; FARASHAHI YAZD et al., 2011; GAO et al., 2012; WANG et 

al., 2009; ZHANG et al., 2010). Devido às respectivas diferenças de funções, 

distinguir as diferentes isoformas de POU5F1 em estudos se faz necessário para 

evitar associações incorretas entre expressão e fenótipo observado (WANG; 

DAI, 2010). 

No câncer, diversos trabalhos correlacionaram a expressão de 

POU5F1 com prognóstico de pacientes com diferentes tipos tumorais. A 

expressão 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), pâncreas (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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compreensão e atenção dada as isoformas de OCT4, alguns trabalhos 

correlacionaram a expressão específica desses transcritos alternativos com 

alguns tipos tumorais, como câncer colorretal (GAZOULI et al., 2011), de 

próstata (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, evidências apontando a relevância do fator de 

transcrição OCT4 na malignidade de tumores, inclusive de meduloblastoma. No 

entanto, não se sabe qual a contribuição específica do transcrito alternativo 

Oct4A na agressividade de tumores do SNC e, em particular, no 

meduloblastoma. Considerando-se a origem embrionária do meduloblastoma, 

evidências da contribuição de CTT à fisiopatologia desse tipo tumoral e a 

correlação entre expressão de OCT4 e menor sobrevida dos respectivos 

pacientes, o presente trabalho propôs avaliar funcionalmente a contribuição do 

fator de transcrição OCT4A à agressividade de meduloblastoma. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

O objetivo principal da presente tese foi compreender como a 

expressão aberrante de genes que controlam processos típicos de células-

tronco pode favorecer o desenvolvimento do câncer. Em particular, o projeto 

avaliou funcionalmente a relevância do fator de pluripotência OCT4A à 

agressividade de meduloblastoma humano, tendo em vista sua correlação com 

prognóstico clínico desfavorável. Os objetivos específicos do trabalho foram: 

I. Avaliar se a superexpressão de OCT4A altera as propriedades 

tumorigênicas de células de meduloblastoma humano; 

II. Avaliar se a superexpressão de OCT4A é capaz de conferir 

propriedades típicas de células-tronco em células de 

meduloblastoma humano; 

III. Avaliar possíveis alterações moleculares em decorrência da 

superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma 

humano. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. CULTURA CELULAR 

As linhagens de meduloblastoma humano Daoy e D283Med 

foram adquiridas da empresa American Type Culture Collection (ATCC – 

Manassas, VA, EUA). A linhagem celular USP-13-Med foi estabelecida em nosso 

laboratório a partir de amostra disponível no bioreservatório do Centro de 

Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-Tronco (CEGH-CEL). A amostra 

foi obtida em colaboração com o Dr. Hamilton Matushita (Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo) após ressecção tumoral de um paciente de três 

anos de idade do sexo masculino diagnosticado com meduloblastoma do tipo 

histopatológico clássico. A amostra foi lavada com solução tampão fosfato-salino 

(do inglês Phosphate-buffered saline, PBS) (Lifetechnologies, Carlsbad, CA, 

EUA), e dissociada mecanicamente com auxílio de um bisturi até a obtenção de 

pequenos fragmentos que foram posteriormente submetidos a dissociação 

enzimática pela ação de colagenase I (0,1% em PBS, Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) por 60 minutos a 37°C. 

As linhagens Daoy e USP-13-Med foram cultivadas com meio 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Low-Glucose suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL Penicilina, 100 µg/mL Estreptomicina 

e 250 ng/mL Fungizone® (Lifetechnologies). As duas linhagens possuem 

características de crescimento em adesão e foram subcultivadas após atingirem 

80% de confluência. A linhagem celular D283Med foi cultivada com meio 

Minimum Essencial Medium (MEM) (Lifetechnologies) suplementado com 10% 

de SFB, 100 U/mL Penicilina, 100 µg/mL Estreptomicina e 250 ng/mL 

Fungizone®. Devido a sua propriedade de crescimento semiaderente, as células 

foram subcultivadas após atingirem 40-50% do volume total cultivado. 

Células t-HEK 293 foram utilizadas para a produção de 

partículas retrovirais e foram cultivadas em meio DMEM High-Glucose 

suplementado com 10% de SFB, 100 U/mL Penicilina, 100 µg/mL Estreptomicina 
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e 250 ng/mL Fungizone®. Todas as linhagens foram mantidas a 37°C em 

atmosfera umidificada com 5% de dióxido de carbono (CO2). Para dissociação 

de células aderentes, as células foram lavadas com PBS para remoção do meio 

residual e a dissociação ocorreu por ação da solução enzimática Tryple Select 

(Lifetechnologies) durante aproximadamente 5 minutos a 37°C. A tripsina foi 

inativada com a adição de meio de cultura suplementado com SFB e as células 

foram centrifugadas a 300 x g por 5 minutos. 

Para a quantificação de expressão gênica, foi utilizada a 

linhagem celular H9 de CTE como controle positivo, gentilmente cedida pelo 

Prof. Dr. Stevens Rehen, do Laboratório Nacional de Células-Tronco 

Embrionárias - Rio de Janeiro (LaNCE-RJ). Para o cultivo de células H9, placas 

de 60 cm de diâmetro (P60) foram previamente tratadas por 30 minutos a 

temperatura ambiente ou por um período de 12-16 horas a 4°C com BD Matrigel 

hESC-qualified Matrix (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) diluído em 

DMEM/F12 (DMEM suplementado com F12) (Lifetechnologies) seguindo as 

recomendações do fabricante. O excesso de matrigel foi descartado e as células 

foram adicionadas para subsequente cultivo celular com meio mTeSR™ 

(Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canadá). O meio de cultura foi trocado 

diariamente e colônias em processo de diferenciação foram removidas para 

evitar contaminação das células que mantinham pluripotência. A dissociação 

celular para subcultivo foi realizada mecanicamente com auxílio de cell scraper 

(Corning, Corning, NY, EUA), seguida de lavagem com DMEM/F12 e 

centrifugação a 300 x g por 5 minutos. O precipitado celular foi suspenso em 

meio mTeSR™ e as células replaqueadas em novas placas P60 previamente 

tratadas com matrigel. 

3.2. EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE cDNA 

Ao atingirem uma confluência de 80%, as células foram lavadas 

com PBS e submetidas à extração de RNA total utilizando-se o kit comercial 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Holanda). Os procedimentos realizados 

seguiram as recomendações do fabricante. Para a eliminação de DNA 
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genômico, foi adicionado ao processo DNase I do kit comercial RNase-Free 

DNase Set (Qiagen), também conforme indicações do fabricante. 

A concentração de RNA total foi quantificada por leitura 

espectrofotométrica a 260 nm no aparelho Nanodrop 1000 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA). A qualidade do RNA foi verificada pela razão 260 

nm/280 nm e a integridade do RNA confirmada por eletroforese em gel de 

agarose a 1%. O RNA extraído e quantificado foi armazenado em -80°C até o 

momento de seu uso. 

Para síntese de DNA complementar (cDNA), foi utilizado 1 μg de 

RNA total de cada amostra e adicionado 1 µL de Oligo dT a 50 µM 

(Lifetechnologies), 1 µL de dNTP Mix a 10 mM (Lifetechnologies) e completado 

para 13 µL com água tratada com Dicarbonato de Dietila (do inglês 

Diethylpyrocarbonate, DEPC) (Lifetechnologies). A solução foi incubada em 

termociclador por 5 minutos a 65°C e 1 minuto a 4°C. Após a incubação, foram 

adicionadas 40 unidades de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor 

(Lifetechnologies), 200 unidades de Superscript® II Reverse Transcriptase 

(Lifetechnologies), 1 µL de ditiotreitol (do inglês Dithiothreitol, DTT) a 0,1 M 

(Lifetechnologies) e 4 µL de 5X First-Strand Buffer (Lifetechnologies). As 

amostras foram amplificadas seguindo o seguinte ciclo: 60 minutos a 50°C, 15 

minutos a 70°C e 1 minuto a 4°C. As amostras foram armazenadas a -20°C até 

a realização dos experimentos. 

3.3. PCR EM TEMPO REAL (qRT-PCR) 

Para a quantificação da expressão gênica, foram utilizadas as 

linhagens celulares de meduloblastoma previamente descritas (Daoy, D283Med 

e USP-13-Med) em diversas condições de cultivo. Como controle positivo, foi 

utilizada a linhagem celular H9 (CTE) para a quantificação relativa pelo método 

de curva padrão. Os cDNAs foram diluídos na razão 1:10 para a amplificação 

dos produtos β-Actina, TBP, Gapdh, Sox2, Nanog, Lin28A, Oct4A, Oct4B e 

Oct4B1. Para a curva padrão, foram preparados três pontos de diluição (1:10; 

1:100 e 1:1000) da amostra H9. 
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A quantificação dos níveis de expressão foi realizada pela 

técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (do inglês Polymerase Chain 

Reaction, PCR) após reação de Transcriptase Reversa (do inglês Reverse 

Transcriptase, RT) e monitoradas pelo método de incorporação de SYBR Green 

(Power SYBR Green Master Mix, Lifetechnologies). Para a reação, foi utilizado 

1 µL de cada primer a 10 µM, 2 µL de amostra, 8,5 µL de DEPC e 12,5 µL de 

Power SYBR Green Master Mix 2X. A Tabela 1 apresenta a lista de primers 

utilizados durante o estudo. 

Tabela 1 - Sequência de nucleotídeos dos primers utilizados. 

Nome Sequência 

OCT4A-Forward1 5’-TCGCAAGCCCTCATTTCACCA-3’ 

OCT4A-Forward2 5’-GTGGAGAGCAACTCCGATGG-3' 

OCT4A-Reverse 3 5’-GGACTCCTCCGGGTTTTGCT-3' 

OCT4B-Forward  5’-GCACTTCTACAGACTATTCCTTG-3' 

OCT4B-Reverse 5’-AATACCTTCCCAAATAGAACCC-3' 

OCT4B1-Forward 5’-AAATCCAGTCCCAGGACATCA-3' 

OCT4B1-Reverse 5’-CTGAATAACTTCCCTGGGGG-3' 

LIN28A-Forward 5’-CCAGTGGATGTCTTTGTGCACC-3’ 

LIN28A-Reverse 5’-GTGACACGGATGGATTCCAGAC-3’ 

SOX2-Forward 5’-GCTACAGCATGATGCAGGACCA-3’ 

SOX2-Reverse 5’-TCTGCGAGCTGGTCATGGAGTT-3’ 

NANOG-Forward 5’-CCTGAAGAAAACTATCCATCC-3’ 

NANOG-Reverse 5’-CCTTGTCTTCCTTTTTTGCGA-3’ 

β-ACTINA-Forward 5’-CGACAGGATGCAGAAGGAG-3’ 

β-ACTINA-Reverse 5’-TCCTGCTTGCTGATCCACAT-3’ 

TBP-Forward 5’-GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC-3' 

TBP-Reverse 5’-TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG-3' 

GAPDH-Forward 5’-GCATCCTGGGCTACACTG-3' 

GAPDH-Reverse 5’-CCACCACCCTGTTGCTGCTGTA-3' 

A quantificação foi realizada pelo método de curva padrão 

utilizando-se a seguinte fórmula: 
𝐺𝑒𝑛𝑒 𝐴𝑙𝑣𝑜∶ 10(𝐶𝑡−𝑏) −𝑎⁄

𝐺𝑒𝑛𝑒 𝐸𝑛𝑑ó𝑔𝑒𝑛𝑜: 10(𝐶𝑡−𝑏) −𝑎⁄ , onde Ct é o ciclo dado 

pelo treshold definido na fase exponencial de amplificação, b é o valor de 

intersecção da reta no eixo y e a é o valor dado pela angulação da reta.  

A confirmação da especificidade dos produtos de amplificação 

(amplicons) foi realizada por análise da curva de dissociação e verificação de 

seus tamanhos em gel de agarose a 2%. A especificidade dos amplicons dos 
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diferentes transcritos de POU5F1 foi confirmada também por sequenciamento 

de DNA em colaboração com a facility do CEGH-CEL. Os produtos de PCR 

foram inicialmente clonados utilizando TOPO® TA Cloning® Kit (Thermo Fisher 

Scientific) e posteriormente submetidos ao sequenciamento de Sanger, 

utilizando-se o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Lifetechnologies), ambos seguindo as recomendações do fabricante. 

3.4. WESTERN BLOT 

Os níveis proteicos de OCT4A foram verificados pela técnica de 

Western Blot. Assim que as culturas celulares atingiram 80% de confluência, as 

células foram lavadas com PBS e dissociadas pela ação de Tryple Select 

(Lifetechnologies) por 5 minutos a 37°C. A tripsina foi inativada com a adição de 

meio de cultura suplementado com SFB e centrifugadas a 300 x g por 5 minutos. 

O precipitado celular foi lavado duas vezes com PBS para retirada de todas as 

proteínas do SFB e as células lisadas com o tampão RIPA (Sigma Aldrich), a 

4°C por 5 minutos para completa lise celular. O lisado foi clarificado por 

centrifugação a 8.000 x g por 10 minutos sob refrigeração a 4°C. A quantificação 

proteica total foi obtida pelo método BCA (Thermo Fisher Scientific). Para o 

ensaio de Western Blot, foi utilizado 20 µg de proteína total de cada amostra. 

Estas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida de 1 mm para 

separação das proteínas. As proteínas foram transferidas para membrana de 

Fluoreto de Polivinilideno (do inglês Polyvinylidene Fluoride, PVDF) (GE 

Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) pelo método de eletrotransferência 

úmida, e bloqueadas por um período de 12-16 horas em solução de 5% de 

Albumina Sérica Bovina (do inglês Bovine Serum Albumin, BSA) em tampão 

TBST (do inglês Tris-Buffered Saline and Tween 20). Os anticorpos utilizados 

foram: Mouse anti Human OCT4 (Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX, EUA), 

Goat anti Human OCT4 (Santa Cruz Biotecnologies), HRP anti Mouse (Cell 

Signaling Technologies, Danvers, MA, EUA), HRP anti Goat (ABCAM, 

Cambridge, Reino Unido), HRP – β-ACTINA (ABCAM). 

Os anticorpos primários foram incubados por 1 hora sob 

agitação e os anticorpos secundários foram incubados por 2 horas sob agitação, 
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ambos a temperatura ambiente. Após cada incubação com anticorpo, a 

membrana foi lavada 3 vezes por 15 minutos sob agitação com tampão TBST. A 

revelação foi realizada com o kit ImmobilonTM Western Chemiluminescent HRP 

Substrate (Millipore, Billerica, MA, EUA) e detecção pelo Imagequant Las 4000 

(GE Healthcare). 

3.5. CLONAGEM DE PLASMÍDEOS PARA TRANSFECÇÃO E 

TRANSDUÇÃO CELULAR 

Os plasmídeos retrovirais estruturais VSV-G e CMV-GP, bem 

como o plasmídeo para superexpressão estável de OCT4A, foram gentilmente 

cedidos pela pesquisadora do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert 

Einstein, Dra. Karina Griesi Oliveira. Os plasmídeos foram diluídos a uma 

concentração final de 100 ng/µL em água MilliQ. Foram adicionados 200 ng de 

plasmídeo à uma solução contendo aproximadamente 1x108 bactérias 

eletrocompetentes DH5α. As bactérias sofreram eletroporação a tensão de 2.500 

V e 2,5 F e logo em seguida foi adicionado meio LB (do inglês Lysogeny Broth) 

a temperatura ambiente. As amostras foram incubadas a 37° C por 1 hora e 

plaqueadas em meio sólido seletivo com ampicilina a 100 µg/mL (Amresco, 

Solon, OH, EUA). Após 16 horas de incubação, uma colônia foi coletada e 

suspensa em 2 mL de meio líquido seletivo e permitida a crescer por 16 horas a 

37°C. Foi inoculado 1 mL da suspensão celular em 1 L de meio seletivo para 

expansão da cultura por um período de 12 a 16 horas a 37°C, sob agitação. 

Plasmídeos foram extraídos com o kit NucleoBond® Xtra Maxi Plus (Macherey-

Nagel, Düren, Alemanha) seguindo as instruções do fabricante. 

3.6. SUPEREXPRESSÃO DE OCT4A 

A superexpressão foi realizada em colaboração com a 

pesquisadora do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, Dra. 

Karina Griesi Oliveira. Células t-HEK 293 foram plaqueadas em placas de 100 

mm de diâmetro (P100) e mantidas a 37º C, sob atmosfera de 5% de CO2. Ao 

atingirem confluência de 70%, as células foram transfectadas com os 

plasmídeos CMV-GP, VSV-G e OCT4A (Addgene, Cambridge, MA, EUA) 
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(TAKAHASHI et al., 2007) com auxílio de Polietilenimina (do inglês 

Polyethylenimine, PEI) a 10% (m/v). As transfecções foram realizadas 

individualmente em um total de duas placas por plasmídeo. Após 48 horas da 

transfecção, as partículas retrovirais foram coletadas e concentradas por 

ultracentrifugação a 66.000 x g por 2 horas. O sobrenadante foi descartado e 

100 µL de meio foi adicionado ao precipitado. Este foi mantido por um período 

de 12-16 horas para suspensão. No dia seguinte, 600 µL de meio foi adicionado 

à solução contendo as partículas virais e esta última adicionada a um poço de 

uma placa de 6 poços contendo as células de interesse, a 50% de confluência. 

Os vírus foram mantidos em contato com as células por 24 horas e 

posteriormente o meio foi trocado para o meio convencional de cultivo da célula. 

As células foram então expandidas e congeladas em solução contendo 90% de 

SFB e 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO) para posterior realização dos 

experimentos. 

3.7. POPULATION DOUBLING LEVEL 

As células foram plaqueadas em frascos de cultivo celular de 75 

cm2 a baixa densidade celular (Inóculo inicial: Daoy: 1x104 células; D283Med: 

1x105; USP13Med: 2x104). Após atingirem 80% de confluência 

(aproximadamente 5-7 dias), as células foram dissociadas sob ação de tripsina, 

centrifugadas a 300 x g por 5 minutos e o precipitado celular suspenso em 1 mL 

de DMEM. As células foram contadas pelo método de exclusão de Trypan Blue 

com auxílio do contador automático Countess (Lifetechnologies) seguindo as 

recomendações do fabricante. As células foram novamente plaqueadas à baixa 

densidade e o mesmo procedimento foi realizado até a obtenção de 5-10 pontos 

de contagem.  

O Population Doubling Level (PDL) foi calculado seguindo as 

recomendações da OMS, utilizando a seguinte fórmula: 𝑃𝐷𝐿 =

𝐿𝑜𝑔10(𝑁 𝑁0)  ×  3,33⁄ , onde N é o número de células coletadas após período de 

crescimento celular e N0 é o número inicial de células plaqueadas a cada nova 

passagem (WHO, 2010). Para cálculo do Doubling Time (DT), foram seguidas 
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as recomendações da ATCC e foi calculado com o uso da seguinte fórmula: 

𝐷𝑇 = 𝑡 ×
𝐿𝑛2

𝐿𝑛(𝑁 𝑁0)⁄
, onde t é o tempo de incubação (ATCC, 2014). 

3.8. CICLO CELULAR POR INCORPORAÇÃO DE IODETO DE 

PROPÍDEO 

As células foram plaqueadas em poços de uma placa de seis 

poços e mantidas a 37°C e umidade de 5% por 24 horas até estabilização da 

cultura celular. No dia seguinte, as células foram carenciadas para a 

sincronização do ciclo celular. Para isso, as células foram lavadas com PBS e, 

posteriormente, foi adicionado meio de cultura sem SFB. Foi estabelecido um 

período de 24 horas de carenciamento. O SFB foi retomado na cultura após o 

período de incubação e as células permaneceram por mais 24 horas em estufa 

com controle da temperatura e umidade. Após essa incubação, as células foram 

lavadas com PBS e dissociadas sob ação de tripsina. As células foram 

centrifugadas a 300 x g por 5 minutos e o precipitado celular lavado com PBS. 

As células foram fixadas com etanol 70% a 4°C por pelo menos 24 horas. As 

células já fixadas foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas por 30 

minutos com o reagente Guava Cell Cycle (Millipore). Após a incubação, foram 

adquiridos 5.000 eventos por amostra utilizando o citômetro de fluxo Guava 

EasyCyte 5HT™ Flow Cytometer e GuavaSoft 2.1 software (Millipore). A análise 

dos resultados foi realizada utilizando o software FlowJo vX (FLOWJO, Ashland, 

OR, EUA). 

3.9. CRESCIMENTO INDEPENDENTE DE ANCORAGEM EM 

SUBSTRATO DE AGAROSE 

Inicialmente, uma placa de 6 poços foi preparada para a 

realização do experimento. A etapa inicial consistiu em preparar a camada 

inferior de agarose adicionando 2 mL de solução de agarose a 0,6% (1 mL de 

DMEM 2 vezes concentrado suplementado com 20% SFB e 1 mL de agarose 

1,2%). A agarose foi permitida a solidificar por pelo menos 30 minutos a 

temperatura ambiente. As células foram plaqueadas a baixa densidade (500 
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células em 100 µL de inóculo). Foi verificado se as células encontravam-se 

isoladas uma das outras para, por fim, adicionar 4 mL de solução de agarose a 

0,3% sobre as células já plaqueadas (2 mL de DMEM 2 vezes concentrado 

suplementado com 20% SFB e 2 mL de agarose 0,6%). Após solidificação desta 

última solução, a placa foi acomodada em estufa a 37°C e CO2 a 5% por 24 

horas. Após o período, foi adicionado 4 mL de meio suplementado em cada poço 

e este foi trocado a cada 3 dias, por um período de 15 dias. Após 15 dias, as 

colônias com tamanhos maiores que 50 µm de diâmetro foram contadas. 

3.10. OBTENÇÃO DE CLONES DAS LINHAGENS CELULARES 

Após os 15 dias para formação das colônias por meio do ensaio 

de crescimento independente de ancoragem em substrato de agarose, as três 

maiores colônias isoladas das células com superexpressão de OCT4A foram 

coletadas, enquanto que as três menores colônias da linhagem parental com 

expressão basal de OCT4A foram coletadas. Essas colônias foram transferidas 

para um poço de 24 poços contendo 500 µL de meio suplementado e dissociadas 

mecanicamente. As células derivadas das colônias foram mantidas em 

condições padrões de cultivo e subcultivadas constantemente para expansão da 

nova cultura celular. Após atingirem confluência de aproximadamente 80%, 

foram obtidos extratos proteicos e de RNA para análise de expressão de OCT4. 

3.11. FORMAÇÃO DE ESFERAS TUMORAIS 

As células foram plaqueadas em baixa densidade (2,5x104 / mL) 

em um poço de placa de 96 poços Ultra-Low Attachment de fundo chato 

(Corning), mantidas com meio DMEM/F12 (Lifetechnologies), 20 ng/mL de Fator 

de Crescimento Epidermal (do inglês Epidermal Growth Factor, EGF - 

Lifetechnologies), 20 ng/mL de Fator de Crescimento de Fibroblasto Básico (do 

inglês Basic Fibroblast Growth Fator, bFGF - Lifetechnologies), B27 supplement 

(Lifetechnologies) e N2 supplement (Lifetechnologies). No 4° dia, foi adicionado 

meio novo à cultura celular. O número de esferas tumorais com tamanho superior 

a 50 μm (Daoy e D283Med) ou 100 μm (UPS13Med) de diâmetro foram contadas 

após 7 dias de cultivo. Foi realizada também aquisição de formação de esferas 
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tumorais em tempo real, por meio de time-lapse, com aquisições a cada 30 

minutos por um período total de 4 dias, adquiridas junto ao Centro de Facilidades 

de Apoio à Pesquisa (CEFAP) utilizando o sistema IN Cell Analyzer 2200 (Ge 

Healthcare). 

3.12. CITOMETRIA DE FLUXO 

Para verificação dos marcadores típicos de neuroesferas, as 

células foram plaqueadas em placas de 6 poços em meio de formação de 

neuroesferas (DMEM/F12 suplementado com 20 ng/mL EGF, 20 ng/mL bFGF, 

B27 supplement e N2 supplement) e mantidas a 37°C em atmosfera umidificada 

com 5% de CO2 por 7 dias, com adição de meio no 4º dia de cultivo. Após a 

incubação, as esferas foram coletadas, lavadas com PBS e dissociadas pela 

ação de Tryple Select. A tripsina foi inativada e as células submetidas a 

centrifugação de 300 x g por 5 minutos. O precipitado celular foi lavado e então 

as células foram fixadas com paraformaldeído (PFA) a 3,7% por 10 minutos a 

temperatura ambiente, permeabilizadas com Triton-X a 0,1% (v/v) (Sigma 

Aldrich) por 5 minutos a temperatura ambiente e marcadas para análise de 

CD133 e NESTINA. Os anticorpos utilizados foram: anti-human CD133/1 

conjugado a Ficoeritrina (do inglês Phycoerythrin, PE - Miltenyi, 

BergischGladbach, Alemanha) e anti-human Nestin conjugado a Aloficocianina 

(do inglês Allophycocyanin, APC – BD Biosciences). A porcentagem de células 

positivas e a intensidade de fluorescência foram determinadas utilizando-se o 

citômetro de fluxo Guava EasyCyte 5HT™ Flow Cytometer e GuavaSoft 2.1 

software (Millipore). A análise dos resultados foi realizada utilizando-se o 

software FlowJo vX (FLOWJO). 

3.13. ADESÃO CELULAR POR MEIO DO METABOLISMO DE MTT 

As células foram plaqueadas em alta densidade (1x105 

células/mL) em poços de uma placa de 24 poços e mantidas a 37°C em 

atmosfera umidificada com 5% de CO2 por 45 minutos. O meio contendo as 

células não aderidas foi descartado e foi adicionada uma solução de MTT (do 

inglês 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) a 
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concentração de 166,67 µg/mL. Após uma incubação de 4 horas a 37°C e 5% 

de CO2, a solução de MTT foi descartada e o cristal de formazan dissolvido em 

500 µL de DMSO. A quantificação do metabolismo de MTT foi realizada em 

triplicata em leitor de microplacas por meio de leitura espectrofotométrica a 550 

nm. 

3.14. MIGRAÇÃO CELULAR 

Para o ensaio de migração celular, foi utilizado o kit Oris™ Cell 

Migration Assay - Collagen I Coated (Platypus Technologies, Madison, WI, EUA) 

seguindo-se as recomendações do fabricante. Resumidamente, as células foram 

plaqueadas nos poços de 96 poços fornecido pelo fabricante, em alta densidade 

(1x106 células/mL) e ao redor do dispositivo plástico denominado stopper. O 

stopper possui como função impedir que as células adiram na região central do 

poço e, ao ser retirado, forneça uma região circular com 2 mm de diâmetro para 

que as células aderidas ao redor possam migrar. Desta forma, é possível 

quantificar e calcular a distância migrada. Após o plaqueamento, as células 

foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO2 por um 

período de 12-16 horas para que pudessem aderir. No dia seguinte, o stopper 

foi retirado e fotos de cada poço foram tiradas para aferir a área central inicial 

sem células (t0). Novas fotos foram tiradas após 12 (t12) e 24 horas (t24) para 

aferir a área central sem células. As fotos foram tiradas com o sistema de 

aquisição de imagens EVOS XL Cell Imaging System (Lifetechnologies) e 

quantificadas utilizando o software ImageJ. A área migrada foi calculada pela 

seguinte fórmula: Á𝑟𝑒𝑎 𝑀𝑖𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎 =  Á𝑟𝑒𝑎𝑡0
− Á𝑟𝑒𝑎𝑡12 𝑜𝑢 𝑡24 . 

3.15. INVASÃO CELULAR 

A capacidade de invasão celular foi aferida tridimensionalmente 

utilizando-se o kit Cultrex® 3D Spheroid Cell Invasion Assay (Trevigen, 

Gaithersburg, MD, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. 

Resumidamente, as células foram suspensas em uma matriz de hidrogel 

Spheroid Formation ECM e plaqueadas em um poço de uma placa de 96 poços 

Ultra-Low Attachment com fundo arredondado (Corning). Após 24 horas para 
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formação dos esferóides em estufa a 37°C e atmosfera umidificada com 5% de 

CO2, foi adicionada a matriz de invasão e meio de cultura suplementado. Para a 

quantificação da invasão, fotomicrografias foram tiradas pelo sistema EVOS XL 

Cell Imaging System (Lifetechnologies) entre os dias 0 a 7 após a adição de 

matriz de invasão e as análises foram realizadas conforme recomendações do 

fabricante utilizando-se o software ImageJ. 

3.16. INDUÇÃO DE APOPOTOSE POR AGENTE 

QUIMIOTERÁPICO 

As células foram previamente carenciadas por 24 horas com 

meio de cultura sem SFB para sincronização do ciclo celular. As células foram 

plaqueadas em poços de uma placa de 6 poços e mantidas a 37°C em atmosfera 

umidificada com 5% de CO2 para estabilização da cultura celular. Após a 

incubação, as células foram tratadas com LC50 (do inglês Lethal Concentration 

50) de cisplatina (Sigma Aldrich) por 48 horas, dose previamente estabelecida 

por experimentos dose-resposta. O meio de cultura (sobrenadante) foi 

reservado, as células foram lavadas com PBS, também reservado, e dissociadas 

com Tryple Select. A tripsina foi inativada com o meio de cultura reservado e as 

células foram submetidas a centrifugação de 300 x g por 5 minutos. O precipitado 

celular foi suspenso em 50 µL de ANEXINA V preparada conforme 

recomendações do fabricante (Guava Nexin Reagent – Millipore), transferido 

para um poço de 96 poços de fundo redondo e mantido a 37°C por 15 minutos. 

As células foram lavadas duas vezes com tampão fornecido pelo kit e suspensas 

em 100 µL de solução de 7-Aminoactinomycin D (7-AAD). As células foram 

incubadas a temperatura ambiente e protegidas da luz por pelo menos 5 minutos, 

momento inicial da obtenção dos resultados pelo citômetro de fluxo Guava 

EasyCyte 5HT™ Flow Cytometer e GuavaSoft 2.1 software (Millipore). A análise 

dos resultados foi realizada utilizando-se o software FlowJo vX (FLOWJO). 
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3.17. TUMORIGÊNESE IN VIVO POR INOCULAÇÃO 

SUBCUTÂNEA 

As células tumorais foram suspensas a uma concentração de 

2x107 células/mL em meio sem SFB. Com auxílio de uma seringa de insulina 

(19G, BD Biosciences), uma injeção subcutânea de 100 µL dessa suspensão 

celular foi realizada no flanco direito de camundongos fêmeas BALB/C Nude com 

idade aproximada de 8-12 semanas. O crescimento tumoral foi aferido 

semanalmente, bem como possíveis complicações decorrentes do 

desenvolvimento do tumor. O volume tumoral foi calculado utilizando-se a 

seguinte fórmula: 
𝐷𝑚𝑒𝑛𝑜𝑟𝑥𝐷𝑚𝑎𝑖𝑜𝑟

2

2
, onde Dmenor é o menor diâmetro da massa 

tumoral e Dmaior é o maior diâmetro do tumor (EUHUS et al., 1986; TOMAYKO; 

REYNOLDS, 1989).  

Ao atingir o volume máximo de 2.000 mm3, os animais foram 

eutanasiados com dose letal de anestésico. O tumor foi coletado, fixado em PFA 

3,7% e submetido a procedimentos padrões para coloração com Hematoxilina e 

Eosina (HE). Esse procedimento foi realizado em colaboração com o Laboratório 

de Histotecnologia do Instituto de Ciências Biomédicas da USP (ICB/USP). 

A realização dos experimentos foi aprovada pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociências da USP (IB/USP) 

(Protocolo CEUA: 132/2011). 

3.18. ENSAIO DE METÁSTASE IN VIVO 

Para o ensaio de metástase in vivo, foi realizada transdução viral 

para superexpressão de LUCIFERASE em células tumorais, utilizando-se o 

sistema previamente descrito para superexpressão de OCT4A. Este 

procedimento foi realizado em colaboração com o grupo do Prof. Dr. Carlos 

Frederico Martins Menck, e executado cordialmente pela Dra. Clarissa Ribeiro 

Reily Rocha. 

As células com superexpressão de LUCIFERASE foram 

suspensas a uma concentração de 1x106 células em 5-6 µL de meio de cultura 
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sem SFB. Camundongos BALB/C Nude foram anestesiados com solução de 3% 

de cetamina e 0,4% de xilazina (Agener União, São Paulo, SP, Brasil), inoculada 

via intraperitoneal, a uma concentração de 6,5 µL/g de peso do animal. Após 

confirmação da anestesia, o animal foi posicionado no equipamento 

estereotáxico (Insight, Ribeirão Preto, SP, Brasil) e, com auxílio de um bisturi, foi 

realizada uma incisão no sentido anteroposterior da cabeça do animal e 

raspagem do periósteo. As suturas coronal e sagital foram evidenciadas com o 

uso de solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) a 10%. As coordenadas 

utilizadas foram 1 mm para a direita e 0,5 mm posterior ao bregma, e 2,2 mm de 

profundidade (STUDEBAKER et al., 2012). Com uma microseringa de alta 

precisão (701RN, Hamilton Company, Reno, NV, EUA) as células foram 

inoculadas a uma velocidade de 1 µL por minuto para evitar aumento repentino 

na pressão intracraniana. A retirada da microseringa ocorreu a uma velocidade 

de 1mm por minuto para evitar extravasamento das células inoculadas. Por fim, 

a incisão foi suturada com linha de seda 4-0 e os animais foram acondicionados 

em gaiolas com ventilação individual contendo maravalha. Água e ração foram 

fornecidas ad libitum. Os animais foram mantidos no biotério do CEGH-CEL, com 

condições padrões controladas, como temperatura (20 a 22ºC), umidade (45-

55%) e luz artificial (ciclo claro-escuro de 12 horas). 

Os animais foram acompanhados diariamente e aquisições de 

imagens bioluminescentes para avaliação do crescimento tumoral foram 

realizadas semanalmente, por um período de 6 semanas. As aquisições foram 

realizadas junto ao CEFAP, utilizando-se o sistema de imageamento in vivo IVIS 

Spectrum (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) para detecção de bioluminescência 

após 15 minutos da inoculação de 1,5 mg de D-Luciferina via intraperitoneal (15 

mg/mL - Promega, Madison, WI, EUA). Durante todo o procedimento de 

aquisição, os animais permaneceram sedados por ação do anestésico 

isoflurano.  

Os animais foram eutanasiados com dose letal de anestésico 

logo após a detecção de sintomas clínicos como perda de peso, letargia, 

piloereção, anormalidades da marcha, entre outros. Após a eutanásia, os 

encéfalos e colunas foram coletados e fixados com PFA a 3,7% e submetidos a 

procedimento padrão de HE. 
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Todos os procedimentos foram realizados com o cuidado de 

minimizar o sofrimento dos animais como proposto pelo Council for International 

Organizations of Medical Sciences (CIOMS) no documento International Guiding 

Principles For Biomedical Research Involving Animals (CIOMS, 2012). A 

realização dos experimentos foi aprovada pelo CEUA do IB/USP (Protocolo 

CEUA: 220/2015). 

3.19. CULTIVO DE CÉLULAS TUMORAIS EM CONDIÇÕES DE 

MANUTENÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO EMBRIONÁRIAS 

Placas de 6 poços foram tratadas por um período de 12-16 horas 

com BD Matrigel™ hESC-qualified Matrix (BD Biosciences) a 4°C. As células 

foram então plaqueadas sobre a matriz de matrigel e mantidas em cultura com 

meio mTeSR™1 (Stem Cell Technologies). As células foram mantidas a 37°C 

em atmosfera umidificada com 5% de CO2 e meio de cultura novo foi adicionado 

às células no 3º dia de cultivo.  

A cultura foi acompanhada por 6 dias e fotomicrografias foram 

tiradas pelo sistema EVOS XL Cell Imaging System (Lifetechnologies) no 6º dia. 

Concomitantemente, foi realizada a contagem do total de células após 6 dias de 

cultivo. Para isso, as células foram dissociadas com Tryple Select 

(Lifetechnologies), suspensas em meio DMEM/F12 suplementado com SFB e 

contadas imediatamente.  

3.20. ANÁLISE DA INTEGRIDADE CROMOSSOMAL POR 

TÉCNICA DE CGH ARRAY 

A análise de alterações cromossômicas foi realizada em 

colaboração com a Profa. Dra. Carla Rosenberg e com as Especialistas Silvia 

Costa e Lígia Vieira.  

A extração de DNA foi realizada pelo método padrão 

fenol/clorofórmio, no qual as amostras foram inicialmente submetidas a lise 

celular com a adição de SDS 10% e degradação de proteínas contaminantes 
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com a adição de proteinase K por um período de 12-16 horas a 37°C. A extração 

do DNA genômico ocorreu após adição de fenol (Lifetechnologies), solução de 

fenol/clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) (Lifetechnologies) e clorofórmio-álcool 

isoamílico (24:1). O DNA foi precipitado com a adição de acetato de sódio a 3M 

(NaAc) e etanol. O DNA foi suspenso em tampão Tris-EDTA (TE) e quantificado 

por leitura espectrofotométrica a 260 nm, no aparelho Nanodrop 2000 (Thermo 

Fisher Scientific). 

A integridade cromossomal foi avaliada utilizando-se 

microarranjos de oligonucleotídeos de 4x180k produzidos pela Oxford Gene 

Technology (OGT, Oxford, Reino Unido), seguindo-se as recomendações do 

fabricante. Resumidamente, 800 ng de DNA genômico foram digeridos por ação 

das enzimas Alu I e Rsa I adicionas a BSA e Tampão C. As enzimas foram 

inativadas por calor a 65°C por 20 minutos e o DNA fragmentado, também por 

calor, após incubação de 10 minutos a 95°C. As amostras foram marcadas 

utilizando-se o kit Cytosure Genomic DNA Labelling kit (OGT) após adição de 

Random Primers, uma mistura de dCTP (do inglês 2'-deoxycytidine 5'-

triphosphate) conjugado aos corantes Cianina 3 (do inglês Cyanine 3, Cy3) ou 

Cianina 5 (do inglês Cyanine 5, Cy5), e a enzima Klenow. 

As amostras marcadas foram purificadas em colunas Illustra 

Probequant G-50 Micro Columns (GE Healthcare) de acordo com as 

recomendações do fabricante e quantificadas após leitura espectrofotométrica a 

260 nm. A precipitação do DNA ocorreu após adição de DNA Cot-1 

(Lifetechnologies), NaAc 3M e etanol à uma mistura de DNA-teste e DNA-

Controle. 

Para a hibridização, o DNA precipitado foi suspenso em tampão 

TE e adicionadas as soluções de bloqueio e hibridização fornecidas pelo kit. As 

amostras foram cuidadosamente aplicadas nos microarranjos e a hibridização 

ocorreu por 16 horas a 65°C em forno de hibridização giratório da Agilent (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Os microarranjos foram lavados e 

submetidos a escaneamento no equipamento DNA Microarray Scanner (Agilent 

Technologies). 
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As análises foram realizadas no software Feature Extraction 

Software (Agilent Technologies) e o número aberrante de cópias (do inglês Copy 

Number Aberrations, CNAs) foi obtido utilizando-se o algoritmo ADM-2 com 

treshold de sensibilidade de 6,7. Deleções e ganhos cromossômicos foram 

considerados quando o Log2 da razão de Cy3/Cy5 eram <-0,3 ou >0,3. Para a 

detecção de anomalias induzidas pela superexpressão de OCT4A, foi realizada 

hibridização na qual a amostra de DNA-Controle foi correspondente às células 

de meduloblastoma controle sem superexpressão de OCT4A e o DNA-teste às 

células de meduloblastoma com superexpressão de OCT4A. 

3.21. ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA GLOBAL 

Para a análise de expressão gênica global, foram selecionados 

2-3 clones de cada linhagem celular analisada, com ou sem superexpressão de 

OCT4A. Os RNAs foram extraídos conforme descrito em 3.2, utilizando-se o kit 

RNeasy Mini Kit (Qiagen) e submetido a eliminação de DNA genômico utilizando 

RNase-Free DNase Set (Qiagen). A concentração de RNA total foi quantificada 

por leitura espectrofotométrica a 260 nm, no aparelho Nanodrop 1000 (Thermo 

Fisher Scientific). A qualidade do RNA foi verificada pela razão 260 nm/280 nm 

e a integridade do RNA confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1% 

para análise das bandas ribossomais 18 e 28 S. 

Uma vez confirmada a integridade e qualidade do RNA, as 

amostras foram submetidas aos protocolos dos kits Ambion® WT Expression Kit 

(Lifetechnologies) para amplificação e purificação, e GeneChip® WT Terminal 

Labeling and Controls Kit (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA) para adição dos 

controles da reação e marcação das amostras, ambos seguindo-se as 

recomendações dos fabricantes. As amostras foram aplicadas nos microarranjos 

GeneChip® Human Gene 2.0 ST Array (Affymetrix) e a hibridização, lavagem e 

uma segunda etapa de marcação foram realizadas com o kit GeneChip® 

Hybridization, Wash, and Stain Kit (Affymetrix). O escaneamento foi realizado no 

equipamento GeneChip® Scanner 3000 (Affymetrix) utilizando-se o programa 

Affymetrix GeneChip Command Console (AGCC) (Affymetrix). 
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A qualidade dos arrays e normalização dos dados para RMA 

(Robust Multichip Analysis) foi realizada utilizando-se Affymetrix® Expression 

Console Software (Affymetrix). Os genes diferencialmente expressos foram 

identificados após a análise de variância One-way ANOVA no software 

Transcriptome Analysis Console v3.0 (Affymetrix) e analisados com a plataforma 

Ingenuity Pathway Analysis (IPA – Qiagen – Disponível em: 

http://www.ingenuity.com). 

3.22. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises estatísticas foram realizadas comparando o grupo 

com expressão basal de OCT4A (Controle) e o grupo com superexpressão de 

OCT4A (OCT4A) e apresentados graficamente como média ± Erro Padrão da 

Média (EPM). Diferenças estatísticas foram obtidas após análise de t de Student 

e consideradas significativas quando p<0,05. As comparações entre os grupos 

com diferentes níveis de expressão de OCT4A foram realizadas por análise de 

variância One-way ANOVA seguido de teste Tukey. Foram consideradas 

significativas as diferenças quando p<0,05. As análises e gráficos foram gerados 

pelo software GraphPad Prism 6. 
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4. RESULTADOS 

4.1. NÍVEIS BASAIS DE TRANSCRITOS ALTERNATIVOS DE 

POU5F1 EM CÉLULAS DE MEDULOBLASTOMA 

Durante a realização da presente tese, poucos trabalhos analisavam 

separadamente a expressão dos transcritos alternativos do gene POU5F1, 

codificadores das diferentes isoformas de OCT4. Devido às evidências de ação do 

OCT4 na tumorigênese e progressão tumoral, faz-se necessária a distinção dos 

diferentes transcritos alternativos para verificar efeitos transcrito-específicos. Para tanto, 

a análise desses transcritos alternativos seguiu o fluxograma apresentado na Figura 8. 

Os primers para amplificação por qRT-PCR foram desenhados em junções éxon-éxon 

para evitar amplificações oriundas de DNA genômico e de forma a manter a 

especificidade de detecção de cada transcrito. A Figura 9 apresenta um esquema da 

estrutura do gene POU5F1 e seus respectivos transcritos, bem como a posição final dos 

pares de primers desenhados e utilizados experimentalmente. 

 

Figura 8 - Fluxograma para análise de transcritos alternativos de POU5F1 em células de 

meduloblastoma humano. Amostras de RNA total foram extraídas das células de meduloblastoma Daoy, 

D283Med e USP-13-Med. Após a confirmação da qualidade dos RNAs totais e subsequente síntese de 

cDNA, níveis de transcritos de POU5F1 foram quantificados por qRT-PCR. A especificidade das reações 

de qRT-PCR foi confirmada após (1) avaliação de pico único obtida na curva de dissociação dos produtos 

de amplificação; (2) avaliação de banda única após separação dos amplicons por eletroforese em gel de 

agarose e (3) avaliação da sequência de nucleotídeos dos produtos de amplificação por procedimento 

padrão de sequenciamento de Sanger. 
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Figura 9 - Posição final dos primers selecionados para amplificação dos diferentes transcritos 

alternativos do gene POU5F1. Representação esquemática da estrutura do gene POU5F1, com 

destaques em verde: éxon específico do transcrito Oct4A; Azul: éxon específico dos transcritos Oct4B e 

Oct4B1. São representadas também as estruturas finais dos transcritos Oct4A, Oct4B e Oct4B1 e as 

localizações dos respectivos pares de primers utilizados para amplificação específica desses transcritos. 

A especificidade dos produtos de amplificação foi verificada por 

três métodos distintos: (1) análise de pico único na curva de dissociação, (2) 

tamanho dos amplicons em gel de agarose e (3) análise da sequência de 

nucleotídeos dos amplicons após sequenciamento. 

Como é possível observar pela Figura 10, todas as reações de 

qRT-PCR apresentaram um pico único em suas respectivas curvas de 

dissociação de amplicons, indicando especificidade. 

 

Figura 10 - Curva de dissociação dos produtos de amplificação dos transcritos alternativos de 

POU5F1. Vermelho: Oct4A (Tm = 87,7); Azul: Oct4B (Tm = 80,11); Verde: Oct4B1 (Tm = 82,5). 

Os produtos da amplificação dos transcritos de POU5F1 foram 

então submetidos a separação em gel de agarose de forma a confirmar a 

presença de um único produto, bem como identificar o seu respectivo tamanho. 

Como é possível observar na Figura 11, em cada uma das reações de qRT-PCR 

foi detectada apenas uma banda com o peso molecular estimado para cada 

respectivo amplicom (Oct4A: 459 pb; Oct4B: 139 pb; Oct4B1: 375 pb). 
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Figura 11 - Análise de amplicons correspondentes a transcritos alternativos de POU5F1, por 

eletroforese em gel de agarose. Produtos de amplificação foram gerados a partir de amostras de cDNA 

de células da linhagem de meduloblastoma Daoy. Tamanhos esperados dos respectivos amplicons: Oct4A: 

459 pb. Oct4B: 139 pb. Oct4B1: 375 pb. 

Os produtos de amplificação foram também submetidos a 

sequenciamento para a confirmação da especificidade das reações de qRT-PCR 

na detecção de transcritos alternativos de POU5F1. O sequenciamento foi 

realizado em triplicata para cada transcrito, nos dois frames de leitura, Forward 

e Reverse, e os resultados estão disponíveis na Tabela 2.  

Tabela 2 - Sequência de nucleotídeos dos produtos de amplificação gerados em reações de qRT-

PCR para detecção de transcritos alternativos de POU5F1. 

(CONTINUA) 

Transcrito Sequência 

Oct4A GGACTCCTCCGGGTTTTGCTCCAGCTTCTCCTTCTCCAGCTTCACGG
CACCAGGGGTGACGGTGCAGGGCTCCGGGGAGGCCCCATCGGAGT
TGCTCTCCACCCCGACTCCTGCTTCGCCCTCAGGCTGAGAGGTCTCC
AAGCCGCCTTGGGGCACTAGCCCCACTCCAACCTGGAGCCCACAGT
ACGCCATCCCCCCACAGAACTCATACGGCGGGGGGCATGGGGGAAT
CCCCCACACCTCAGAGCCTGGCCCAACCCCCGGCCCGATTCCTGGC
CCTCCAGGAGGGCCTTGGAAGCTTAGCCAGGTCCGAGGATCAACCC
AGCCCGGCTCCGGCCCCCCTGGCCCATCACCTCCACCACCTGGAGG
GGGGCGAGAAGGCGAAATCTGAAGCCAGGTGTCCCGCCATGGGGAA
GGAAGGCGCCCCAAGCCGGGGGCCTGGTGAAATGAGGGCTTGCGA 

Oct4B GCACTTCTACAGACTATTCCTTGGGGCCACACGTAGGTTCTTGAATCC
CGAATGGAAAGGGGAGATTGATAACTGGTGTGTTTATGTTCTTACAAG
TCTTCTGCCTTTTAAAATCCAGTCCCAGGACATCAAAGCTCTGCAGAA
AGAACTCGAGCAATTTGCCAAGCTCCTGAAGCAGAAGAGGATCACCC
TGGGATATACACAGGCCGATGTGGGGCTCACCCTGGGGGTTCTATTT
GGGAAGGTATT 
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Oct4B1 CTGAATACCTTCCCTGGGGGAGGCCAGTCAAAAGAGAAGCAAAATGA
GGGAGCACGCAGGGCCCTTGTGACCCTGAGATCCAAGCTTACCACC
TCTTCCCAGAGGGAGCTCAAAGCATCTTCTCCCTCTCCCTACTCCTCT
TCATGGGTGAGGGTAGTCTGCCCCTGCCCCTCCCCACTAGGTTCAG
GGATACCCCTCAGAGGGGAGATGCGGTCAGAATCTGCAGAGGGGAA
CCCACCAAATAGAACCCCCAGGGTGAGCCCCACATCGGCCTGTGTAT
ATCCCAGGGTGATCCTCTTCTGCTTCAGGAGCTTGGCAAATTGCTCG
AGTTCTTTCTGCAGAGCTTTGATGTCCTGGGACTGGATTT 

 

As sequências obtidas de cada frame de leitura foram 

sobrepostas e as sequências consenso foram submetidas a alinhamento global 

na plataforma pública on-line do NCBI BLAST: Basic Local Alignment Search 

Tool (Figura 12). As sequências obtidas nessa análise apresentaram 100% de 

cobertura de alinhamento (Query Cover) com os seus respectivos transcritos, 

confirmando então a especificidade das respectivas reações de qRT-PCR. 

 

Figura 12 - Alinhamento global das sequências consenso dos amplicons de transcritos alternativos 

de POU5F1 utilizando a plataforma pública on-line do NCBI BLAST: Basic Local Alignment Search 

Tool. Os produtos de amplificação dos transcritos alternativos de POU5F1 tiveram 100% de cobertura de 

alinhamento apenas com seus respectivos transcritos. Oct4A: transcrito variante 1; Oct4B: transcritos 

variantes 2 e 5; Oct4B1: transcrito variante 4. 
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Após essa confirmação, prosseguiu-se com a análise de 

expressão gênica por qRT-PCR nas células das linhagens de meduloblastoma 

humano Daoy, D283Med e USP-13-Med. A expressão do gene-alvo foi 

normalizada pela expressão do gene endógeno β-ACTINA, o qual apresentou 

expressão mais estável nas linhagens celulares, dentre os genes endógenos 

analisados (GAPDH e TBP – Dado não apresentado). Os dados são 

apresentados como expressão relativa à amostra de CTE, utilizada como 

controle positivo.  

Como é possível observar na Figura 13, o transcrito Oct4A 

apresentou o menor nível de expressão dentre os três transcritos avaliados, em 

todas as linhagens celulares. 

 

Figura 13 - Níveis basais de transcritos de POU5F1 em células de meduloblastoma humano. Dados 

de qRT-PCR normalizados pela expressão do gene endógeno β- ACTINA e apresentados como expressão 

relativa à amostra de CTE, utilizada como controle positivo. 

4.2. SUPEREXPRESSÃO DE OCT4A 

Considerando-se os baixos níveis relativos de transcritos Oct4A 

detectados nas linhagens celulares de meduloblastoma humano, a estratégia do 

trabalho escolhida para o estudo funcional de OCT4A foi baseada em 

superexpressão gênica, seguindo as etapas descritas no fluxograma 

apresentado a seguir (Figura 14): 
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Figura 14 - Fluxograma para superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma humano. As 

células das linhagens de meduloblastoma humano Daoy, D283Med e USP-13-Med foram mantidas por 24 

horas em contato com partículas retrovirais para a superexpressão de OCT4A, a qual foi confirmada tanto 

em nível transcricional, por qRT-PCR, quanto proteico, pelas técnicas de Western Blot e citometria de fluxo. 

A localização subcelular de OCT4A após superexpressão foi avaliada por imunofluorescência. 

A confirmação da superexpressão de OCT4A nas diferentes 

linhagens de meduloblastoma se deu por avaliação dos respectivos níveis 

transcricionais e proteicos, utilizando-se métodos distintos e complementares 

(Figura 15). 

(CONTINUA) 
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Figura 15 - Superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma humano. (A) Quantificação de 

transcritos Oct4A por qRT-PCR em células de meduloblastoma humano. Dados normalizados pela 

expressão do gene endógeno β-ACTINA e apresentados como expressão relativa à amostra de CTE, 

utilizada como controle positivo. Respectivos níveis proteicos de OCT4A detectados por (B) Western Blot e 

(C) mediana da intensidade de fluorescência de células marcadas com anti-OCT4A por citometria de fluxo. 

OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com expressão basal 

de OCT4A. Significância estatística: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Outro ponto a ser mencionado é que, apesar de existirem 

diferentes anticorpos para detecção de OCT4, a grande maioria dos mesmos 

não é capaz de distinguir suas diferentes isoformas. Entretanto, análises por 

imunofluorescência revelaram que a superexpressão realizada nas células 

tumorais influenciou apenas a expressão de OCT4A. Como previamente 

mencionado, a isoforma OCT4A é nuclear, enquanto a isoforma OCT4B é 

presente exclusivamente no citoplasma. A isoforma OCT4B1 foi descoberta mais 

recentemente e ainda não existem informações precisas quanto a sua 

localização subcelular. Como é possível observar na Figura 16, a 

imunomarcação celular observada após a superexpressão de OCT4A foi 

exclusivamente nuclear. As imagens para células da linhagem D283Med não 

foram disponibilizadas pois, apesar de superexpressas para OCT4A, os níveis 

foram muito baixos para detecção por imunofluorescência. 
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Figura 16 - Detecção de isoformas de OCT4 em linhagens de meduloblastoma humano por 

microscopia de fluorescência. Avaliação da expressão proteica de OCT4A e sua localização subcelular, 

avaliada por imunofluorescência, em células de meduloblastoma após superexpressão de OCT4A. O 

núcleo foi marcado com DAPI (Azul) e OCT4A marcado com anticorpo secundário conjugado com Cy3 

(Vermelho). OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: célulags tumorais com 

expressão basal de OCT4A. 
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Verificou-se ainda que a superexpressão de OCT4A causou 

alterações pontuais na expressão de Oct4B em células da linhagem Daoy e 

Oct4B1 em células da linhagem USP-13-Med (Figura 17). 

 

Figura 17 - Expressão de transcritos alternativos de POU5F1 após a superexpressão de OCT4A em 

células de meduloblastoma humano. Detecção do transcrito Oct4B e Oct4B1 em células de 

meduloblastoma humano por qRT-PCR. Dados apresentados como expressão relativa à amostra de CTE, 

utilizada como controle positivo. OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: 

células tumorais com expressão basal de OCT4A. Significância estatística: *p<0,05, **p<0,01. 

4.3. SUPEREXPRESSÃO DE OCT4A FAVORECE 

PROPRIEDADES TUMORIGÊNICAS DE 

MEDULOBLASTOMA IN VITRO 

 

4.3.1. PROLIFERAÇÃO CELULAR 

Para avaliar o efeito da superexpressão de OCT4A na 

capacidade proliferativa de células de meduloblastoma humano, foi realizado o 

ensaio de Population Doubling Level, no qual as células foram avaliadas por um 

longo período de tempo (30 a 80 dias) e observada a sua capacidade proliferativa 

durante várias gerações, por meio do acúmulo de dobras populacionais. Como 

é possível observar na Figura 18A-C, as células das linhagens Daoy e D283Med 

apresentaram maior quantidade de dobras populacionais após a superexpressão 

de OCT4A. No entanto, em células da linhagem USP-13-Med, a quantidade de 

dobras populacionais manteve-se inalterada. 

A partir dos dados obtidos no ensaio de PDL, foi estimado o 

tempo para dobra populacional das culturas de células tumorais. Como 
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esperado, após a superexpressão de OCT4A, as células Daoy e D283Med 

apresentaram uma diminuição no tempo necessário para a ocorrência de uma 

dobra populacional, enquanto o tempo de dobra populacional de células da 

linhagem USP-13-Med não foi alterado significativamente (Figura 18D). 

 

Figura 18 - OCT4A altera a taxa de crescimento e diminui o tempo de dobra populacional de células 

de meduloblastoma humano. Análise comparativa de dobras populacionais de células de 

meduloblastoma humano por mais de 30 gerações em cultura. (A) Daoy; (B) D283Med; (C) USP-13-Med 

(D) Análise do tempo necessário para a ocorrência de uma dobra populacional (Doubling Time), em células 

de meduloblastoma humano. OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: células 

tumorais com expressão basal de OCT4A. Significância estatística: ***p<0,001. 

A capacidade proliferativa de células de meduloblastoma 

humano também foi avaliada por análise do ciclo celular baseada na 

incorporação de iodeto de propídeo. Mediante superexpressão de OCT4A, 

observou-se em culturas das linhagens Daoy e USP-13-Med uma diminuição da 

população de células em G1, e um aumento nas populações contidas em S e 

G2/M. Similarmente, para as células da linhagem D283Med, observou-se 

também uma diminuição da população de células em G1 e aumento em G2/M 

após superexpressão de OCT4A, no entanto, detectou-se também uma 

diminuição de células na fase S do ciclo celular (Figura 19). Esses resultados 
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indicam, portanto, que a superexpressão de OCT4A contribui positivamente para 

a proliferação de células de meduloblastoma humano. 

 

Figura 19 - Superexpressão de OCT4A afeta o ciclo celular de células de meduloblastoma humano. 

Células tumorais com níveis basais (Controle) ou superexpressão de OCT4A (OCT4A) foram submetidas a 

incorporação de iodeto de propídeo e analisadas por citometria de fluxo. Significância estatística: * p<0,05, 

** p<0,01, ***p<0,001. 

4.3.2. CRESCIMENTO INDEPENDENTE DE ANCORAGEM 

Células tumorais possuem capacidade de proliferar e sobreviver 

em ambiente inóspito, como o proporcionado no ensaio de crescimento 

independente de ancoragem. Este ensaio é muito utilizado para avaliação prévia 

de tumorigênese in vitro e é comumente associado a maior agressividade 

tumoral. Como observado na Figura 20, culturas celulares de meduloblastoma 

com superexpressão de OCT4A apresentaram maior capacidade de crescimento 

independente de ancoragem e formação de colônias. Além do aumento 

significativo na quantidade de colônias, células com superexpressão de OCT4A 

também geraram colônias com tamanho máximo superior ao tamanho 

observado das colônias controles nas linhagens celulares Daoy e D283Med 

(Figura 21). 
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Figura 20 - Superexpressão de OCT4A aumenta a capacidade de crescimento independente de 

ancoragem de células de meduloblastoma humano. Número total de colônias com tamanho superior a 

50 µm de diâmetro, obtidas após 15 dias de crescimento independente de ancoragem. OCT4A: células 

tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com expressão basal de OCT4A. 

Significância estatística: **p<0,01. 

 

Figura 21 - Superexpressão de OCT4A favorece a expansão de colônias de células de 

meduloblastoma humano em substrato de agarose. Fotomicrografias representativas de colônias 

obtidas após 15 dias de crescimento independente de ancoragem de células de meduloblastoma humano. 

As fotomicrografias mostram que as colônias de células Daoy e D283Med com superexpressão de OCT4A 

possuem tamanho máximo maior que as colônias geradas por suas respectivas células controles, com 

expressão basal de OCT4A (Controle). Com relação à linhagem celular USP-13-Med, células controles e 

com superexpressão de OCT4A geraram colônias de tamanho semelhantes. Barra: Daoy e D283Med: 400 

µm; USP-13-Med: 1.000 µm. 
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4.3.3. FORMAÇÃO DE ESFERAS TUMORAIS 

Em ensaios de crescimento tumoral em três dimensões, células 

que conseguem crescer em condições de baixa adesão e em meio definido 

enriquecido com mitógenos geram estruturas esferóides chamadas de esferas 

tumorais (do inglês, Tumorspheres). Tais esferas tumorais são enriquecidas 

quanto à presença de células com expressão de marcadores típicos de células 

neuroprogenitoras (ex: NESTINA e CD133), as quais apresentam alta 

capacidade de gerar tumores in vivo. 

Nessas condições, observou-se que a superexpressão de 

OCT4A em células de diferentes linhagens de meduloblastoma aumentou 

significativamente a capacidade dessas células em gerar esferas tumorais 

(Figura 22). Na linhagem celular D283Med, as células com superexpressão de 

OCT4A também geraram esferas tumorais de tamanho superior ao das esferas 

geradas por células controles (Figura 23). 

 

Figura 22 - Superexpressão de OCT4A favorece a capacidade de geração de esferas tumorais de 

células de meduloblastoma humano. Número total de esferas tumorais com diâmetro superior a 50 µm, 

após sete dias de cultivo em condições de enriquecimento de células neuroprogenitoras/esferas tumorais. 

OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com expressão basal 

de OCT4A. Significância estatística: **p<0,01, ***p<0,001. 

O perfil de expressão de marcadores de células 

neuroprogenitoras (CD133 e NESTINA) foi avaliado em células tumorais 

controles (i.e., com expressão basal de OCT4A), mantidas em condições de 

esferas tumorais, comparativamente à condição de cultura normal aderente. A 

Figura 24 apresenta os gráficos de histogramas gerados por análises de 

citometria de fluxo, onde é possível observar que todas as linhagens celulares 

geram esferas tumorais compostas por células com alta expressão de CD133 
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(CD133Hi). Observa-se um enriquecimento de células CD133Hi em esferas 

tumorais comparativamente à condição de cultivo padrão aderente e 

semiaderente, sendo esse enriquecimento mais acentuado em células de 

D283Med. Ainda nesta linhagem celular, a proporção de células com alta 

expressão de NESTINA também é maior nas esferas tumorais. Para as demais 

linhagens, o perfil de expressão de NESTINA é praticamente inalterado em 

ambas as condições de cultivo. 

 

Figura 23 - Esferas tumorais geradas por células de meduloblastoma humano com ou sem 

superexpressão de OCT4A. Fotomicrografia representativa das esferas tumorais obtidas após o cultivo 

de sete dias em condições de enriquecimento de células neuroprogenitoras/esferas tumorais. O tamanho 

das esferas tumorais foi afetado na linhagem celular D283Med. Barra: Daoy e USP-13-Med: 400 µm, 

D283Med: 200 µm. OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais 

com expressão basal de OCT4A. 
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Figura 24 - Enriquecimento de células CD133Hi em esferas tumorais derivadas de linhagens celulares 

de meduloblastoma humano. Análise de expressão dos marcadores CD133 e NESTINA por citometria de 

fluxo em células de diferentes linhagens de meduloblastoma submetidas a cultivo padrão (aderente e 

semiaderente) ou cultivo para obtenção de esferas tumorais. A curva de linha pontilhada apresenta as 

células sem marcação (Controle Negativo) e a curva preenchida apresenta as células marcadas com os 

respectivos anticorpos (Amostra Teste). (A) Daoy; (B) D283Med; (C) USP-13-Med. 

Uma análise quantitativa (Figura 25), detectou nas culturas 

celulares das linhagens D283Med e USP-13-Med uma quantidade 

significativamente maior de células CD133+
 sob condições de cultivo de esferas 

tumorais. Apesar da tendência, não se encontrou diferença estatisticamente 

significativa na proporção de células CD133+ em culturas da linhagem Daoy, 

provavelmente devido à alta porcentagem de células CD133+ verificadas em 

condição padrão de cultivo na forma de monocamada (aderentes). Perfil 

semelhante foi observado quanto a expressão de NESTINA, em que 

aproximadamente 100% das células aderentes de Daoy e USP-13-Med já 

apresentavam expressão positiva para esse marcador.  
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Com relação aos efeitos da superexpressão de OCT4A, 

detectou-se um enriquecimento significativo da população de células CD133+ na 

linhagem celular D283Med, tanto na condição padrão de cultivo (semiaderente) 

quanto em esferas tumorais, indicando um possível efeito linhagem-dependente. 

 

Figura 25 - Cultivo de esferas tumorais favorece o enriquecimento da população de células de 

meduloblastoma humano CD133Hi. Os gráficos apresentam a porcentagem da população de células 

positivas para os marcadores CD133 e NESTINA em culturas celulares das linhagens de meduloblastoma 

Daoy, D283Med e USP-13-Med, sob condições padrão (aderente e semiaderente) e condições para 

enriquecimento de células neuroprogenitoras/esferas tumorais. OCT4A: células tumorais com 

superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com expressão basal de OCT4A. Significância 

estatística: *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

4.3.4. ADESÃO, MIGRAÇÃO E INVASÃO 

As capacidades migratórias e invasivas das células tumorais 

estão intimamente relacionadas a maior agressividade em diversos tipos de 
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tumores. Células com pouca adesão e com maior capacidade migratória e 

invasiva tendem a metastatizar da massa tumoral primária para tecidos vizinhos 

ou até mesmo para sítios distantes. Os perfis de adesão, migração e invasão 

celular são, portanto, bons parâmetros para avaliar um fenótipo mais agressivo 

das células de meduloblastoma e os possíveis efeitos da superexpressão de 

OCT4A nesses comportamentos.  

Conforme é possível observar na Figura 26, uma proporção 

significativamente inferior de células aderidas foi encontrada em cultura de 

células com superexpressão de OCT4A, quando comparado a cultura de células 

tumorais controle. 

 

Figura 26 - Superexpressão de OCT4A diminuiu a capacidade de adesão celular de células de 

meduloblastoma humano. As células foram permitidas a aderir ao plástico por 45 minutos e as células 

não aderentes foram removidas. A adesão foi avaliada por metabolismo de MTT e apresentada como 

porcentagem de células aderidas após 45 minutos do plaqueamento. OCT4A: células tumorais com 

superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com expressão basal de OCT4A. Significância 

estatística: *p<0,01, ****p<0,0001. 

Para avaliar a ação do OCT4A na propriedade de migração de 

células de meduloblastoma humano, foi realizado ensaio semelhante ao 

Scratch/Wound Healing Assay, utilizando-se um sistema comercializado por 

Platypus Technologies (Oris™ Cell Migration Assay). As células foram 

plaqueadas em alta densidade e permitidas a aderir por um período de 12-16 

horas. A área migrada foi registrada (Figura 27) e calculada (Figura 28) após 12 

e 24 horas após a retirada dos stoppers (tempo 0). Nesse ensaio, foram 

utilizadas as linhagens celulares Daoy e USP-13-Med. Devido às propriedades 

semiaderentes e formação de clusters da linhagem celular D283Med, não foi 

possível avaliar a capacidade migratória dessas células. 
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A quantificação da área migrada após 12 e 24 horas indicou que 

a superexpressão de OCT4A não alterou significativamente as propriedades 

migratórias de células das linhagens Daoy e USP-13-Med, avaliada pelo ensaio 

de Scratch/Wound Healing Assay. 

 

Figura 28 - OCT4A não altera significativamente a capacidade migratória de células de 

meduloblastoma humano. Quantificação da área migrada após 12 e 24 horas. A quantificação foi 

realizada subtraindo-se a área inicial (t = 0 h) da área migrada (t = 12 h ou t = 24 h) pelo ensaio de 

Scratch/Wound Healing. OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: células 

tumorais com expressão basal de OCT4A. 

A capacidade invasiva de células de meduloblastoma foi 

avaliada pelo método de invasão 3D em matriz de hidrogel, um ensaio que mais 

se aproxima e mimetiza o ambiente tumoral. Nesse ensaio, foi possível observar 

que as células de meduloblastoma com superexpressão de OCT4A 

apresentaram maior capacidade de invasão, evidenciado pelo aumento 

significativo de quantidade de protrusões emitidas na matriz de hidrogel (Figura 

29A). A cinética de invasão celular foi avaliada diariamente, pela aferição da área 

da esfera e suas protrusões, por um período de sete dias. A superexpressão de 

OCT4A causou efeito mais precoce em células da linhagem Daoy, nas quais 

observou-se um aumento significativo de invasão a partir do 2º dia de ensaio 

(Figura 29B). Células da linhagem USP-13-Med também tiveram sua capacidade 

de invasão afetada, apresentando aumento significativo a partir do 4º dia de 

ensaio. Embora células da linhagem D283Med tenham sido submetidas aos 

mesmos procedimentos experimentais, estas não se mostraram capazes de 

gerar esferoide tumoral inicial em 3D e de invadir a matriz de hidrogel (dado não 

apresentado). 
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Figura 29 - Superexpressão de OCT4A aumenta a capacidade de invasão de células de 

meduloblastoma humano. (A) Fotomicrografias representativas das esferas tumorais após 1, 3, 5 e 7 dias 

da adição de matriz de invasão. Ao invadir a matriz de hidrogel, as células invasivas geram protrusões 

crescentes a partir da esfera tumoral. Barra: 400 µm. (B) Quantificação de área invadida ao longo de sete 

dias de ensaio. A quantificação foi realizada diariamente, subtraindo-se a área inicial (t = 0 h) da área 

invadida. OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com 

expressão basal de OCT4A. Significância estatística: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 

4.3.5. INDUÇÃO DE MORTE CELULAR POR QUIMIOTERÁPICO 

Maior resistência a quimioterápicos é outra propriedade 

observada em CTT e que favorece a recidiva tumoral após tratamentos 
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convencionais. Para avaliar se a superexpressão de OCT4A afeta essa 

propriedade, células tumorais foram expostas a doses crescentes do 

quimioterápico cisplatina, agente comumente utilizado na clínica para o 

tratamento de pacientes com meduloblastoma. A dose equivalente a LC50 foi 

determinada por meio de uma curva de dose resposta em ensaio de morte 

celular por apoptose. Os valores de LC50 obtidos em nosso laboratório foram de 

2,7 µM para células da linhagem Daoy, 16,4 µM para D283Med e 126,4 µM para 

USP-13-Med (Figura 30). 

 

Figura 30 - Curvas dose-resposta para determinação de LC50 para cisplatina em células de 

meduloblastoma humano. Dados apresentados como porcentagem de células viáveis em relação ao 

controle, após 48 horas de tratamento com cisplatina. 

Essas doses encontradas foram então utilizadas para verificar 

se a superexpressão de OCT4A altera a sensibilidade de células de 

meduloblastoma ao quimioterápico, após tratamento de 48 horas. Nesse 

experimento, as células com superexpressão de OCT4A apresentaram um 

padrão de resposta distinto do controle nas linhagens celulares testadas. Células 

das linhagens comerciais Daoy e D283Med apresentaram-se mais 

quimiossensíveis após a superexpressão de OCT4A, enquanto as células da 

linhagem USP-13-Med mostraram-se mais quimiorresistentes (Figura 31). Tal 
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resultado indica efeitos linhagem-dependentes, impossibilitando uma conclusão 

segura sobre a ação do OCT4A na quimiorresistência à cisplatina em células de 

meduloblastoma. 

 

Figura 31 - Superexpressão de OCT4A afeta a sensibilidade de células de meduloblastoma humano 

ao tratamento com cisplatina. Porcentagem de células apoptóticas (ANEXINA+) após tratamento com 

doses subletais de cisplatina (LC50) por 48 horas. OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; 

Controle: células tumorais com expressão basal de OCT4A. Significância estatística: ***p<0,001. 

4.4. OCT4A FAVORECE PROPRIEDADES TUMORIGÊNICAS DE 

MEDULOBLASTOMA IN VIVO 

 

4.4.1. MODELO SUBCUTÂNEO DE TUMORIGÊNESE 

Os ensaios in vitro demonstraram que a superexpressão de 

OCT4A contribuiu para um fenótipo mais agressivo das linhagens de 

meduloblastoma. No entanto, os ensaios in vitro não conseguem mimetizar em 

todas as extensões o comportamento tumoral pois ignoram componentes 

importantes como propriedade de crescimento e interação com os componentes 

do microambiente tumoral. Sendo assim, no presente trabalho, acrescentamos 

a abordagem de avaliação da tumorigênese in vivo. No modelo de avaliação de 

crescimento tumoral após inoculação subcutânea de células de meduloblastoma 

no flanco direito de animais imunodeficientes (BALB/C Nude), detectou-se um 

efeito significativo da superexpressão de OCT4A. Em células da linhagem Daoy 

com superexpressão de OCT4A, houve diminuição da latência para o 

desenvolvimento tumoral, sendo observada a formação de tumor palpável e 

mensurável a partir de 67 dias da inoculação inicial, enquanto que células Daoy 

com expressão basal de OCT4A (Controle) geraram tumores mensuráveis a 
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partir de 74 dias (Figura 32A). Além disso, a cinética de crescimento tumoral 

revelou um desenvolvimento mais acentuado de tumores gerados por células 

Daoy com superexpressão de OCT4A, comparativamente ao controle (Figura 

32B). 

Em experimentos com a linhagem celular USP-13-Med, as 

células controles não foram capazes de gerar tumores subcutâneos durante o 

período experimental analisado (125 dias). Entretanto, células USP-13-Med com 

superexpressão de OCT4A geraram tumores a partir do 63º dia após a 

inoculação inicial (Figura 32A). Notadamente, esses tumores desenvolvidos 

apresentaram aspecto macroscópico típico de tumores agressivos, com a 

presença de alta vascularização e áreas de necrose (Figura 32B). As células da 

linhagem D283Med controle e com superexpressão de OCT4A só conseguiram 

gerar tumor em um dos cinco animais testados, sendo então impossível obter 

uma avaliação estatística. Por esse motivo os dados dessa linhagem celular não 

estão apresentados. 

Os tumores desenvolvidos por células da linhagem Daoy com 

expressão basal de OCT4A (Controle) apresentaram um padrão histológico mais 

uniforme quando comparado aos tumores desenvolvidos pelas células Daoy com 

superexpressão de OCT4A (Figura 33). Estes últimos apresentaram um fenótipo 

típico de tumores mais agressivos, evidenciado por uma morfologia mais 

heterogênea, células com alta razão núcleo-citoplasma, presença de infiltrado 

inflamatório e áreas de necrose. Perfil semelhante foi observado nos tumores 

gerados por células da linhagem USP-13-Med com superexpressão de OCT4A, 

os quais apresentaram extensa área hemorrágica no interior do tumor (Figura 

33). 



 

 

94 RESULTADOS 

 

Figura 32 - Superexpressão de OCT4A favorece a tumorigênese in vivo de células de 

meduloblastoma humano. (A) Cinética de crescimento tumoral em modelo experimental subcutâneo. 

Dados representam média ± SEM dos volumes tumorais. (B) Fotografias representativas de tumores 

desenvolvidos por células de meduloblastoma humano com níveis basais (Controle) ou superexpressão de 

OCT4A (OCT4A), após 110-125 dias de inoculação subcutânea. Imagens de animais USP-13-Med do grupo 

Controle não são apresentadas, pois as células tumorais com expressão basal de OCT4A não foram 

capazes de gerar tumores subcutâneos nas condições experimentais testadas. 
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4.4.2. MODELO ORTOTÓPICO DE METÁSTASE 

O meduloblastoma é um tumor agressivo e que possui alta 

capacidade metastática, em geral para outras regiões do SNC e, em casos mais 

graves, para regiões fora do neuroeixo. Para avaliar se a superexpressão de 

OCT4A é capaz de alterar a capacidade metastática de células de 

meduloblastoma, foi realizado um ensaio de inoculação ortotópica de células 

tumorais no ventrículo lateral direito, mimetizando uma condição de metástase 

equivalente ao estágio M1 (células tumorais no LCR). Os animais foram 

acompanhados diariamente até o desenvolvimento de sintomas clínicos, 

momento no qual foram submetidos a eutanásia e coleta do neuroeixo para 

processamento histológico. Os animais inoculados com células com 

superexpressão de OCT4A apresentaram sintomas mais precocemente e/ou 

mais frequentemente que os animais do grupo Controle (inoculados com células 

tumorais com expressão basal de OCT4A) (Tabela 3). Os animais inoculados 

com células das linhagens celulares Daoy e D283Med, com superexpressão de 

OCT4A, também apresentaram uma menor sobrevida quando comparados aos 

seus respectivos controles (Figura 34).  

Os encéfalos e colunas vertebrais foram submetidos a análise 

histológica e foram classificados em M2 (presença de metástase no espaço 

subaracnóide do cérebro ou cerebelo, ou no sistema ventricular supratentorial) 

ou M3 (metástase no espaço subaracnóide espinhal). Os camundongos 

submetidos a inoculação de células USP-13-Med com superexpressão de 

OCT4A apresentaram tumores mais agressivos, apesar de não terem sido 

detectadas diferenças quanto a sobrevida e dias para aparecimento de sintomas 

no período analisado. Esse fato pode ser evidenciado por uma proporção maior 

de animais com tumores M2 em relação aos camundongos inoculados com 

células USP-13-Med Controle (Tabela 3). 
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Figura 34 - Sobrevida de camundongos submetidos a inoculação ortotópica de células de 

meduloblastoma em modelo metastático. Curva de Kaplan-Meyer de animais BALB/C Nude após 

inoculação ortotópica de células de meduloblastoma humano com níveis basais (Controle) ou 

superexpressão de OCT4A. Os animais foram eutanasiados após o surgimento de sintomas clínicos ou 

perda excessiva de peso. 

A análise histológica dos tumores gerados por células com 

superexpressão de OCT4A revelou a presença de indicadores de alta 

agressividade, uma vez que esses tumores apresentavam-se mais bem 

desenvolvidos, com presença de infiltrado inflamatório e áreas de necrose, além 

de alta capacidade invasiva no parênquima cerebral adjacente (Figura 35). 

Foram observadas metástases M3 em cortes histológicos apenas dos 

camundongos submetidos a inoculação de células D283Med, acentuadamente 

em animais inoculados com células com superexpressão de OCT4A. Nesse 

ensaio, todos os tumores desenvolvidos pelas células D283Med com 

superexpressão de OCT4A foram capazes de metastatizar para a coluna 

vertebral enquanto que apenas 50% dos tumores com expressão basal de 

OCT4A (Controle) apresentaram metástase do tipo M3 (Tabela 3). Tais 

metástases são apresentadas na Figura 36. 
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(CONTINUA) 
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(CONTINUAÇÃO) 
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(CONCLUSÃO) 

 

Figura 35 - Tumores metastáticos gerados por células de meduloblastoma com superexpressão de 

OCT4A apresentam características histopatológicas associadas a alta agressividade. 

Fotomicrografias representativas de encéfalos de camundongos BALB/C Nude em diferentes 

magnificações. Os cortes histológicos apresentam os tumores derivados de células de meduloblastoma 

humano após ensaio de metástase. (A) Daoy; (B) D283Med; (C) USP-13-Med. OCT4A: células tumorais 

com superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com expressão basal de OCT4A. 
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Figura 36 - Identificação de metástase M3 em coluna vertebral de camundongos inoculados 

ortotopicamente com células de meduloblastoma da linhagem D283Med. Fotomicrografias 

representativas de cortes histológicos de coluna vertebral de camundongos BALB/C Nude submetidos a 

inoculação ortotópica de células D283Med com níveis basais (Controle) e com superexpressão de OCT4A, 

em ensaio de metástase in vivo. 
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Em virtude da dificuldade em se detectar metástases M3 por 

avaliação histológica convencional no modelo experimental adotado, foi 

realizado o mesmo ensaio de metástase com as mesmas células tumorais 

expressando a enzima LUCIFERASE, para avaliação de desenvolvimento 

tumoral in vivo por detecção de imagem bioluminescente. Como é possível 

observar na Figura 37, em estudo longitudinal com avaliação semanal, os 

camundongos inoculados com células Daoy com superexpressão de OCT4A 

apresentaram metástases M3 após três semanas de inoculação, não sendo 

observadas nesse mesmo período metástases semelhantes em camundongos 

inoculados com células Daoy Controle. Os tumores de USP-13-Med 

apresentaram padrões semelhantes de metástases M3, no entanto, os tumores 

gerados por células com superexpressão de OCT4A se apresentaram mais 

desenvolvidos, com focos de metástase M2 mais evidentes no parênquima 

cerebral, corroborando os dados obtidos por análise histológica. 

 

Figura 37 - Superexpressão de OCT4A favorece a metástase de meduloblastoma no neuroeixo de 

camundongos. Imageamento in vivo por meio de detecção de bioluminescência após inoculação ortotópica 

de células de meduloblastoma humano em camundongos BALB/C Nude. Maior frequência de focos 

tumorais e/ou metástase para coluna vertebral foram observadas em tumores com superexpressão de 

OCT4A. (A) Daoy – 3 semanas pós-inoculação; (B) USP-13-Med – 4 semanas pós-inoculação. 
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4.5. AUMENTO DE AGRESSIVIDADE PROVOCADA PELA 

SUPEREXPRESSÃO DE OCT4A NÃO DEVE-SE A 

AQUISIÇÃO DE PROPRIEDADES DE CÉLULAS-TRONCO 

 

4.5.1. EXPRESSÃO DE MARCADORES DE PLURIPOTÊNCIA 

Por se tratar de um fator de transcrição envolvido na 

manutenção da pluripotência em CTE e indução de pluripotência em células 

somáticas, foram avaliadas possíveis correlações entre a superexpressão de 

OCT4A nas células tumorais e a expressão de outros fatores de pluripotência 

tipicamente ativos em CTE. Enfatizou-se a análise de SOX2 e NANOG, por 

serem importantes parceiros proteicos de OCT4, e de LIN28A, por ser um 

regulador pós-transcricional de OCT4. As análises por qRT-PCR mostraram 

alterações significativas na expressão de LIN28A e NANOG em células de 

meduloblastoma com superexpressão de OCT4A. Entretanto, o tipo de alteração 

não foi consistente em todas as linhagens celulares, visto que tanto níveis 

aumentados (em Daoy e USP-13-Med) quanto diminuídos (em D283Med) de 

transcritos de LIN28A foram detectados, e a expressão de NANOG foi afetada 

apenas em células da linhagem Daoy (Figura 38). Não foram encontradas 

alterações significativas nos níveis transcricionais de SOX2 após 

superexpressão de OCT4A. 
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Figura 38 - Expressão de LIN28A, SOX2 e NANOG em células de meduloblastoma com 

superexpressão de OCT4A. Quantificação dos níveis transcricionais de LIN28A, SOX2 e NANOG por 

qRT-PCR. Dados normalizados pela expressão do gene endógeno β- ACTINA e apresentados como 

expressão relativa à amostra de CTE, utilizada como controle positivo. OCT4A: células tumorais com 

superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com expressão basal de OCT4A. Significância 

estatística: **p<0,01. 

4.5.2. MANUTENÇÃO EM CONDIÇÕES DE CÉLULAS-TRONCO 

EMBRIONÁRIAS 

O efeito da superexpressão de OCT4A sobre a capacidade de 

crescimento de células tumorais em meio condicionado específico para a 

manutenção de CTE também foi avaliado. Para tanto, as células de 

meduloblastoma foram mantidas por 6 dias em meio mTeSR™1 e em placas 

tratadas com BD Matrigel™ hESC-qualified Matrix. Como é possível observar 

pela Figura 39A, apenas células da linhagem Daoy tiveram a sua capacidade de 

manutenção e crescimento em condições de cultivo de CTE aumentada após a 

superexpressão de OCT4A, enquanto que células das linhagens D283Med e 

USP-13-Med tiveram suas capacidades reduzidas nas mesmas condições. 

Entretanto, como indicado pelas fotomicrografias na Figura 47B, não houve 

formação de colônias de células indiferenciadas tipicamente observadas quando 

CTE e iPSCs são cultivadas nessas mesmas condições experimentais. 
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Figura 39 - Crescimento de células de meduloblastoma humano sob condições de cultivo de células-

tronco pluripotentes. (A) Número total de células ao final de seis dias de cultivo em condições de 

manutenção de CTE e iPSCs. (B) Fotomicrografias representativas de células de meduloblastoma 

cultivadas em condições de manutenção de células-tronco pluripotentes mostram variações na densidade 

celular após superexpressão de OCT4A. OCT4A: células tumorais com superexpressão de OCT4A; 

Controle: células tumorais com expressão basal de OCT4A. Significância estatística: ***p<0,001. 
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4.6. EFEITOS DE DIFERENTES NÍVEIS DE EXPRESSÃO DE 

OCT4A SOBRE PROPRIEDADES TUMORIGÊNICAS DE 

MEDULOBLASTOMA 

 

4.6.1. EFEITOS IN VITRO 

Já foi descrito que o controle fino da expressão de OCT4A 

influencia na manutenção da pluripotência e diferentes níveis de expressão de 

OCT4A podem contribuir para destino celular de CTE (NIWA; MIYAZAKI; SMITH, 

2000).  

No presente trabalho, os efeitos de diferentes níveis de 

expressão de OCT4A sobre parâmetros de agressividade de meduloblastoma 

também foram avaliados. Nesse estudo, foi utilizada a linhagem Daoy por ser a 

mais bem descrita na literatura. Foi realizada uma transdução retroviral e obtida 

uma linhagem celular com nível de expressão de OCT4A intermediário entre a 

linhagem celular Daoy Controle, cuja expressão é basal, e a linhagem celular 

Daoy OCT4A. Nesta sessão, para maior clareza, a linhagem celular Daoy 

OCT4A será chamada de Daoy OCT4AHi e a linhagem celular com nível 

intermediário de superexpressão será chamada de Daoy OCT4AMe. Para cada 

uma dessas linhagens celulares, foram também obtidos três clones, 

selecionados após crescimento independente de ancoragem. A expressão de 

OCT4A nessas células, em nível transcricional e proteico, é apresentada na 

Figura 40. 
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Figura 40 - Níveis crescentes de expressão de OCT4A em culturas parentais e clonais de células de 

meduloblastoma da linhagem Daoy. (A) Quantificação da expressão do transcrito Oct4A por qRT-PCR 

em células de linhagens parentais e (B) respectivos clones derivados. Dados normalizados pela expressão 

do gene endógeno β-ACTINA e apresentados de forma relativa à quantificação em CTE. (C) Avaliação dos 

níveis proteicos de OCT4A por Western Blot em linhagens parentais e (D) seus clones. (E) Expressão e 

localização subcelular de OCT4A em células de meduloblastoma, avaliada por imunofluorescência. O 

núcleo foi marcado com DAPI (Azul) e OCT4A marcado com anticorpo secundário Cy3 (Vermelho). 

Controle: Nível basal de OCT4A; OCT4AMe: Nível intermediário de superexpressão de OCT4A; OCT4AHi: 

Nível alto de superexpressão de OCT4A. Significância estatística: *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001. 



 

 

109 RESULTADOS 

Os efeitos dependentes do nível de superexpressão de OCT4A 

foram observados in vitro por ensaio clonogênico de crescimento independente 

de ancoragem (Figura 41A) e por ensaio de capacidade de geração de esferas 

tumorais (Figura 41B-C). Em ambos os ensaios, foi observado um aumento na 

capacidade de geração de colônias e de esferas tumorais de forma nível-

dependente em relação à expressão de OCT4A. O tamanho das colônias e das 

esferas tumorais também sofreu aumento de acordo com os níveis de OCT4A 

(Figura 42 e Figura 43). 

 

Figura 41 - Efeitos do nível de expressão de OCT4A sobre a formação de colônias e a capacidade de 

geração de esferas tumorais de células de meduloblastoma humano. (A) Correlação entre número 

total de colônias e o nível de expressão de Oct4A; (B) Correlação entre o número total de esferas tumorais 

e o nível de expressão de Oct4A; (C) Correlação entre o número total de células após dissociação de 

esferas tumorais e o nível de expressão de Oct4A. São apresentados os valores obtidos das culturas de 

células parentais e seus respectivos clones, da linhagem Daoy. 
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Figura 42 - Expressão de OCT4A afeta de forma nível-dependente o tamanho máximo de colônias de 

células de meduloblastoma com capacidade de crescimento independente de ancoragem. 

Fotomicrografias representativas do tamanho máximo observado de colônias de células de meduloblastoma 

da linhagem Daoy (Parental e Clones) após superexpressão de OCT4A. Controle: Nível basal de OCT4A; 

OCT4AMe: Nível intermediário de superexpressão de OCT4A; OCT4AHi: Nível alto de superexpressão de 

OCT4A. Barra: 200 µm. 
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Figura 43 - Expressão de OCT4A afeta de forma nível-dependente a quantidade e o tamanho de 

esferas tumorais de meduloblastoma. Fotomicrografias representativas do tamanho médio observado de 

esferas tumorais geradas por células da linhagem Daoy (Parental e Clones) após superexpressão de 

OCT4A. Controle: Nível basal de OCT4A; OCT4AMe: Nível intermediário de superexpressão de OCT4A; 

OCT4AHi: Nível alto de superexpressão de OCT4A. Barra: 400 µm. 

4.6.2. EFEITOS IN VIVO 

Foi avaliado também se o nível de superexpressão de OCT4A 

interfere no crescimento tumoral in vivo. Para tanto, foram inoculadas de forma 

subcutânea 1x106 células no flanco direito dos animais e avaliado o crescimento 

tumoral. Como é possível observar pela Figura 44, a cinética de crescimento 

tumoral foi afetada de forma nível-dependente, no qual os tumores derivados de 

células OCT4AHi apresentaram um maior volume ao final de 135 dias, em relação 
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tanto aos tumores derivados de células OCT4AMe e quanto aos de células do 

grupo Controle. 

 

Figura 44 - Expressão de OCT4A favorece a tumorigênese de células de meduloblastoma humano 

de forma nível-dependente. Cinética de crescimento tumoral avaliada por mensuração periódica do 

volume de tumores subcutâneos derivados da injeção de células de meduloblastoma da linhagem Daoy 

com níveis crescentes de expressão de OCT4A. Dados representam a média ± SEM dos volumes tumorais 

dos animais de cada grupo experimental. Controle: Nível basal de OCT4A; OCT4AMe: Nível intermediário 

de superexpressão de OCT4A; OCT4AHi: Nível alto de superexpressão de OCT4A. 

A análise histológica desses tumores subcutâneos revelou que 

tumores gerados por células com superexpressão de OCT4A (OCT4Hi e 

OCT4AMe) são mais semelhantes entre si do que com os tumores desenvolvidos 

pelas células Daoy Controle, caracterizados principalmente por uma maior 

heterogeneidade celular, presença de necrose, regiões de hemorragia e 

infiltrado inflamatório (Figura 45). Comparativamente, os tumores gerados pelas 

células Daoy Controle apresentaram-se menores e mais homogêneos. Os dados 

indicam então que níveis crescentes de expressão de OCT4A causam efeitos 

proporcionalmente maiores sobre propriedades pró-tumorigênicas de 

meduloblastoma, tanto in vitro quanto in vivo. 
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4.7. ALTERAÇÕES MOLECULARES DECORRENTES DA 

SUPEREXPRESSÃO DE OCT4A 

 

4.7.1. ANÁLISE DE GANHOS E PERDAS DE SEGMENTOS 

CROMOSSÔMICOS POR aCGH 

Outro fator crucial à progressão do câncer é a crescente 

instabilidade genômica das células tumorais. Sabe-se que a expressão ectópica 

de fatores de transcrição envolvidos na reprogramação celular ao estado 

pluripotente é capaz de ocasionar instabilidade genômica (BEN-DAVID, 2015; 

PASI et al., 2011). Considerando-se que a superexpressão de OCT4A favoreceu 

a aquisição de fenótipo mais agressivo em células de meduloblastoma, verificou-

se a possível ocorrência de ganhos ou perdas de segmentos cromossômicos 

nessas células. 

A Figura 46 apresenta esquematicamente as novas aberrações 

cromossômicas encontradas após a superexpressão de OCT4A em células de 

meduloblastoma. De forma interessante, a maior quantidade de alterações no 

número de cópias de segmentos cromossômicos foi observada em células Daoy, 

nas quais a superexpressão de OCT4A atingiu os maiores níveis dentre as 

linhagens celulares utilizadas no presente trabalho. Uma quantidade pequena de 

novas aberrações cromossômicas foi observada em células da linhagem USP-

13-Med, enquanto que nenhuma aberração adicional foi detectada em células 

da linhagem D283Med. 

No total, foram detectadas 39 perdas e 23 ganhos na linhagem 

celular Daoy, e 6 ganhos na linhagem celular USP-13-Med decorrentes da 

superexpressão de OCT4A, as quais estão sumarizadas nos Apêndices 1 e 2, 

respectivamente. 

A análise comparativa identificou duas regiões cromossômicas 

que foram afetadas em ambas as linhagens (Daoy e USP-13-Med) após a 

superexpressão de OCT4A, 1p32.3 e 9p21.3 (Figura 47). A citobanda 1p32.3 foi 

encontrada deletada em Daoy e amplificada em USP-13-Med, enquanto que a 

citobanda 9p21.3 foi amplificada em ambas as linhagens celulares. No total, 

foram observados 28 genes localizados nessas regiões cromossômicas comuns, 

os quais estão listados na Tabela 4. 
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Tabela 4 – Genes localizados em regiões contendo aberrações cromossômicas após a 

superexpressão de OCT4A e que foram comumente afetadas nas linhagens Daoy e USP-13-Med 

Gene Citobanda Condição em Daoy Condição em USP-13-Med 

FAF1 1p32.3 Deletado Amplificado 

CDKN2C 1p32.3 Deletado Amplificado 

MIR548H2 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNB1 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNW1 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA21 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA4 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA7 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA10 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA16 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA17 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA14 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA5 9p21.3 Amplificado Amplificado 

KLHL9 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA6 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA13 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA2 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA8 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNA1 9p21.3 Amplificado Amplificado 

LOC554202 9p21.3 Amplificado Amplificado 

IFNE 9p21.3 Amplificado Amplificado 

MIR31 9p21.3 Amplificado Amplificado 

MTAP 9p21.3 Amplificado Amplificado 

C9orf53 9p21.3 Amplificado Amplificado 

CDKN2A 9p21.3 Amplificado Amplificado 

CDKN2BAS 9p21.3 Amplificado Amplificado 

CDKN2B 9p21.3 Amplificado Amplificado 

DMRTA1 9p21.3 Amplificado Amplificado 

4.7.2. ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA GLOBAL 

Por se tratar de um fator de transcrição, o OCT4A age 

principalmente regulando a expressão de diversos genes-alvos, favorecendo 

assim a manutenção da pluripotência em células CTE e iPSCs. Entretanto, 

pouco se sabe sobre os genes regulados por esse fator em células tumorais. 

Assim, alterações no perfil de expressão gênica global de células de 

meduloblastoma com superexpressão de OCT4A foram avaliadas com o intuito 

de identificar possíveis mecanismos envolvidos na aquisição da maior 

agressividade tumoral verificada preliminarmente nos ensaios in vitro e in vivo.  

Para a identificação dos genes diferencialmente expressos, 

foram utilizados de 2 a 3 clones de cada linhagem Controle e com 



 

 

118 RESULTADOS 

superexpressão de OCT4A. Genes com um fold-change de expressão maior ou 

igual a 2 e significância estatística de p<0,05 foram identificados como genes 

diferencialmente expressos. A Figura 56 apresenta a distribuição desses genes 

diferencialmente expressos após a superexpressão de OCT4A. Os parâmetros 

de qualidade dos microarranjos encontram-se disponíveis nos Apêndices 3 -5. 

(CONTINUA) 
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(CONTINUAÇÃO) 
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(CONCLUSÃO) 

 

Figura 48 - Gráfico tipo Volcano Plot para identificação de genes diferencialmente expressos em 

células de meduloblastoma após a superexpressão de OCT4A. Os genes diferencialmente expressos 

foram identificados considerando-se fold-change superior a 2 e significância estatística de p<0,05. Pontos 

vermelhos e verdes indicam genes hiperexpressos e hipoexpressos, respectivamente. 

A superexpressão de OCT4A afetou a expressão de 852 genes 

em células Daoy, 736 genes em células D283Med e 710 genes em células USP-

13-Med. As respectivas análises de agrupamento gênico por similaridade de 

perfil de expressão diferencial (clusters) são apresentados na Figura 49. 
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A análise funcional dos genes diferencialmente expressos 

identificou funções celulares e moleculares (Tabela 5), bem como as doenças 

significativamente correlacionadas com os genes diferencialmente expressos 

(Tabela 6). Alterações de funções importantes para a formação e progressão 

tumoral foram detectadas nas células de meduloblastoma após a 

superexpressão de OCT4A, como por exemplo, crescimento celular e 

proliferação, movimento celular, morte celular e sobrevivência, e metabolismo de 

drogas. Como esperado, foram observadas diferenças na expressão de genes 

envolvidos no câncer e em injúrias e anomalias do organismo. Uma análise 

integrada de redes de interações moleculares também revelou correlações com 

resposta inflamatória e replicação, recombinação e reparo do DNA, funções 

extremamente importantes para o desenvolvimento tumoral (Tabela 7). Apenas 

em células da linhagem Daoy foram observadas alterações em desenvolvimento 

embrionário e do organismo, provavelmente devido aos seus maiores níveis de 

expressão de OCT4A em relação às demais linhagens de meduloblastoma. 
 

Tabela 5 – Anotação funcional dos genes diferencialmente expressos em células de 

meduloblastoma após a superexpressão de OCT4A e sua relação com funções celulares e 

moleculares 

Linhagem 
Funções Celulares e Moleculares 

Nome p-value # Moléculas 

Daoy 

Crescimento Celular e Proliferação 4,04E-03 - 1,21E-08 137 

Sinalização Célula-a-Célula 5,22E-03 - 1,80E-08 82 

Organização Celular 2,06E-03 - 1,80E-08 17 

Manutenção e Função Celular 4,22E-03 - 1,80E-08 67 

Movimento Celular 5,12E-03 - 2,19 E-08 90 

D283Med 

Movimento Celular 4,98E-02 - 9,83E-05 16 

Metabolismo de Carboidrato 4,98E-02 - 1,81E-04 5 

Metabolismo de Lipídio 4,98E-02 - 1,81E-04 6 

Bioquímica de Pequenas Moléculas 4,98E-02 - 1,81E-04 10 

Morte Celular e Sobrevivência 3,96E-02 - 5,41E-04 26 

USP-13-Med 

Movimento Celular 4,29E-02-1,28E-04 26 

Metabolismo de Carboidrato 3,45E-02 - 4,50E-04 5 

Interação e Sinalização Célula-a-Célula 4,29E-02 - 4,50E-04 19 

Metabolismo de Drogas 2,60E-02 - 4,50E-04 7 

Transporte Molecular 3,45E-02 - 4,50E-04 9 

* Análise feita pela plataforma Ingenuity Pathway Analysis - IPA 
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Tabela 6 - Anotação funcional dos genes diferencialmente expressos em células de meduloblastoma 

após a superexpressão de OCT4A e sua correlação com doenças. 

Linhagem 
Doenças 

Nome p-value # Genes 

Daoy 

Câncer 5,27E-03 - 5,77E-12 449 

Injúrias e Anomalias do Organismo 5,27E-03 - 5,77E-12 449 

Doenças do Sistema Reprodutivo 4,44E-03 - 3,31E-11 278 

Doenças Gastrointestinais 4,62E-03 - 2,47E-09 400 

Doenças do Sistema Hepático 4,30E-03 - 2,47E-09 226 

D283Med 

Injúrias e Anomalias do Organismo 4,98E-02 - 2,3E-07 64 

Doenças do Sistema Reprodutivo 4,98E-02 - 2,3E-07 49 

Câncer 4,98E-02 - 1,96E-06 55 

Doenças Gastrointestinais 4,71E-02 - 1,96E-06 18 

Resposta Inflamatória 4,71E-02 - 9,83E-05 12 

USP-13-Med 

Injúrias e Anomalias do Organismo 4,29E-02 - 3,01E07 107 

Doenças do Sistema Reprodutivo 4,27E-02 - 3,01E08 38 

Desordens de Tecido Conjuntivo 3,49E-02 - 5,36E-07 31 

Doenças Inflamatórias 3,94E-02 - 5,36E-07 37 

Desordens Esqueléticas e Musculares 3,49E-02 - 5,36E-07 33 

* Análise feita pela plataforma Ingenuity Pathway Analysis - IPA 

Foi realizada também uma análise comparativa dos genes 

diferencialmente expressos e sua correlação com ganhos e perdas de 

segmentos cromossômicos previamente detectados nas mesmas células de 

meduloblastoma após superexpressão de OCT4A. Em células da linhagem 

Daoy, verificou-se que aproximadamente 8,1% dos genes diferencialmente 

expressos (Tabela 8) encontram-se em regiões cromossômicas com número de 

cópias aberrante, cuja alteração (ganho ou perda) é compatível com o tipo de 

expressão gênica diferencial (hiperexpressão ou hipoexpressão). A lista desses 

genes correlacionados está sumarizada na Tabela 9. Correlações dessa 

natureza não foram encontradas nas células tumorais das demais linhagens 

celulares incluídas no estudo. 
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Tabela 7 – Anotação funcional dos genes diferencialmente expressos em células de 

meduloblastoma após a superexpressão de OCT4A e redes de interações moleculares associadas. 

Linhagem 
Funções de Redes Associadas 

Nome Score 

Daoy 

Movimento Celular, Transporte Molecular, Morte Celular e 

Sobrevivência 
38 

Movimento Celular, Desenvolvimento Embrionário, 

Desenvolvimento do Organismo 
32 

Doença Gastrointestinal, Doença Imunológica, Doença Oftálmica 28 

Morfologia Tecidual, Desenvolvimento e Função do Sistema 

Cardiovascular, Morte Celular e Sobrevivência 
26 

Câncer, Injúria e Anormalidades do Organismo, Desordens do 

Desenvolvimento 
24 

D283Med 

Câncer, Desordens do Sistema Endócrino, Injúria e 

Anormalidades do Organismo 
36 

Desenvolvimento Celular, Crescimento Celular e Proliferação, 

Desenvolvimento e Função de Pele e Cabelo 
24 

Câncer, Injúria e Anormalidades do Organismo, Doenças Renais 

e Urológicas 
12 

Desordens do Desenvolvimento, Doenças Hereditárias, Doenças 

Oftálmicas 
5 

Desenvolvimento e Função do Sistema Cardiovascular, 

Morfologia Celular, Resposta Imune Mediada por Célula 
2 

USP-13-Med 

Resposta Inflamatória, Movimento Celular, Desenvolvimento e 

Função do Sistema Digestivo 
29 

Produção de Energia, Metabolismo de Lipídio, Bioquímica de 

Pequenas Moléculas 
19 

Replicação, Recombinação e Reparo do DNA, Interação e 

Sinalização de Célula-a-Célula, Morfologia Celular 
17 

Doença Cardiovascular, Injúria e Anormalidades do Organismo, 

Doenças do Sistema Reprodutivo 
17 

Organização Celular, Replicação, Recombinação e Reparo do 

DNA, Ciclo Celular 
17 

* Análise feita pela plataforma Ingenuity Pathway Analysis - IPA 

Tabela 8 – Total de genes diferencialmente expressos e genes localizados em regiões com 

aberrações cromossômicas após a superexpressão de OCT4A. 

 Daoy USP-13-Med D283Med 

Total de Genes Diferencialmente Expressos (DEGs) 852 710 736 

Total de Genes em Regiões com Aberrações Cromossômicas (CNA) 3063 40 0 

Total de DEGs correlacionados com perfil de CNA 69 0 0 
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Tabela 9 – Genes diferencialmente expressos localizados em regiões com aberrações 

cromossômicas em células de meduloblastoma Daoy após a superexpressão de OCT4A. 

  (CONTINUA) 

Gene Expressão (Fold-Change) Mutação 

C8orf31 2,02 Amplificado 

TRIM35 2,02 Amplificado 

EMG1 2,04 Amplificado 

CLU 2,08 Amplificado 

SLC25A37 2,08 Amplificado 

PSD3 2,09 Amplificado 

EXOSC4 2,11 Amplificado 

MRPS25 2,24 Amplificado 

SH2D4A 2,28 Amplificado 

MFSD3 2,36 Amplificado 

FBXL6 2,39 Amplificado 

SCARNA12 2,55 Amplificado 

TUBA3C 3,54 Amplificado 

CST3 4,73 Amplificado 

SLC25A24 -2,03 Deletado 

PTPRA -2,04 Deletado 

PHTF1 -2,05 Deletado 

MRAP2 -2,06 Deletado 

NCOA1 -2,06 Deletado 

LCA5 -2,07 Deletado 

MAGI3 -2,08 Deletado 

DENND2C -2,10 Deletado 

FAM102B -2,10 Deletado 

MID1 -2,10 Deletado 

PIGK -2,11 Deletado 

PCNA -2,13 Deletado 

SORT1 -2,13 Deletado 

PTGFRN -2,14 Deletado 

MANEA -2,15 Deletado 

PRDM2 -2,15 Deletado 

ITGB1BP1 -2,16 Deletado 

CRIM1 -2,18 Deletado 

C4orf19 -2,23 Deletado 

WDR47 -2,23 Deletado 

PLEKHH2 -2,24 Deletado 

PAX7 -2,27 Deletado 

C20orf96 -2,30 Deletado 

BMP2 -2,32 Deletado 

ELOVL4 -2,34 Deletado 

CD38 -2,36 Deletado 

C20orf194 -2,37 Deletado 

WBSCR17 -2,37 Deletado 
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  (CONCLUSÃO) 

RASSF2 -2,48 Deletado 

ASAP2 -2,49 Deletado 

TP73 -2,51 Deletado 

ASXL2 -2,54 Deletado 

MBOAT2 -2,61 Deletado 

TBC1D19 -2,68 Deletado 

VIPR1 -2,69 Deletado 

KIDINS220 -2,71 Deletado 

WNT2B -2,71 Deletado 

NBPF4 -2,79 Deletado 

TNS3 -2,80 Deletado 

ADAM17 -2,91 Deletado 

STK17A -3,04 Deletado 

CD101 -3,07 Deletado 

XYLT1 -3,07 Deletado 

AK5 -3,11 Deletado 

IAH1 -3,11 Deletado 

SOD3 -3,15 Deletado 

CPSF3 -3,18 Deletado 

CSF1 -3,43 Deletado 

TRIB2 -3,48 Deletado 

CYTL1 -3,63 Deletado 

IFI44L -3,68 Deletado 

LEPREL1 -3,72 Deletado 

C7orf69 -4,59 Deletado 

MXRA5 -7,96 Deletado 

PROM1 -7,99 Deletado 

*Genes diferencialmente expressos em uma razão maior de 2 fold-change foram comparados 
com genes localizados em regiões cromossômicas com número de cópias alterados após 
superexpressão de OCT4A. Foi considerada correlação quando genes em regiões amplificadas 
foram hiperexpressos ou genes em regiões deletadas foram encontrados hipoexpressos. 

 

Devido a correlação entre expressão gênica e aberrações 

cromossômicas ter sido observada em uma única linhagem celular e em índice 

relativamente baixo, bem como a ausência de ganhos e perdas de segmentos 

cromossômicos em D283Med indicam que os possíveis efeitos do OCT4A na 

agressividade de meduloblastoma deve-se principalmente a alteração da 

expressão de genes-alvos. 

Quando as linhagens celulares de meduloblastoma foram 

analisadas conjuntamente, encontrou-se em comum 141 genes diferencialmente 

expressos após superexpressão de OCT4A (Figura 58). Esse grupo comum é 

composto, em sua maioria, por genes não codificadores de proteínas (do inglês 



 

 

127 RESULTADOS 

non-coding RNAs, ncRNAs), compreendendo aproximadamente 69,5% do total 

de genes diferencialmente expressos identificados (Tabela 10). 

 

Figura 50 - Gráfico tipo Heatmap de genes diferencialmente expressos em células de 

meduloblastoma com superexpressão de OCT4A. Dados apresentados como Log2 da média de 

intensidade fluorescente normalizada. D = Daoy Controle; D Oct = Daoy OCT4A; DM = D283Med Controle; 

DM Oct = D283Med OCT4A; U = USP-13-Med Controle; U Oct= USP-13-Med OCT4A. 
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Tabela 10 – Grupo comum de genes diferencialmente expressos em linhagens de meduloblastoma 

com superexpressão de OCT4A, das linhagens Daoy, D283Med e USP-13-Med. 

  (CONTINUA) 

Símbolo do Gene Tipo de Gene (Ensembl) Fold-Change 

LOC100508408 - 2,04 
LOC100653057 - 2,34 
RP11-433A23.1 - -2,01 
ACTA2 Codificador de Proteína -2,13 
ADAT2 Codificador de Proteína 2,02 
AGAP4 Codificador de Proteína 2,26 
AGAP6 Codificador de Proteína 2,26 
BOC Codificador de Proteína -2,24 
C6orf48 Codificador de Proteína 3,07 
CEP164 Codificador de Proteína 2,30 
CES1 Codificador de Proteína 2,31 
DDX21 Codificador de Proteína 2,19 
DKC1 Codificador de Proteína 3,52 
FAM216A Codificador de Proteína 2,04 
GNB2L1 Codificador de Proteína 2,02 
GNL3 Codificador de Proteína 3,19 
HSPA8 Codificador de Proteína 2,53 
ID1 Codificador de Proteína -2,80 
ITPKB Codificador de Proteína -2,41 
LUM Codificador de Proteína -2,21 
MAEL Codificador de Proteína -2,15 
POU5F1 Codificador de Proteína 7,15 
POU5F1B Codificador de Proteína 7,15 
RASA4 Codificador de Proteína 2,85 
RASA4B Codificador de Proteína 2,85 
RPL17 Codificador de Proteína 2,46 
RPL23A Codificador de Proteína 2,96 
RPL4 Codificador de Proteína 3,16 
RPS13 Codificador de Proteína 2,04 
SEMA3E Codificador de Proteína -2,27 
SLC25A16 Codificador de Proteína 2,11 
SLC9A7 Codificador de Proteína 2,45 
SPIN3 Codificador de Proteína 2,16 
SULT1C4 Codificador de Proteína -2,27 
TAF1D Codificador de Proteína 3,35 
TATDN1 Codificador de Proteína 2,18 
TNKS Codificador de Proteína 2,44 
TSPAN31 Codificador de Proteína 2,05 
TUBE1 Codificador de Proteína 2,48 
UBD Codificador de Proteína -2,06 
UNC13A Codificador de Proteína 2,20 
USP17L13 Codificador de Proteína -2,12 
USP17L15 Codificador de Proteína -2,12 
RPSA Codificador de Proteína 2,48 
CHDC2 Codificador de Proteína -2,09 
LOC101060581 Codificador de Proteína 2,26 
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  (CONTINUAÇÃO) 
AC010967.2 lincRNA -2,13 
AC069277.2 lincRNA -2,84 
CASC20 lincRNA -2,20 
CTD-2331D11.2 lincRNA -2,06 
GTSCR1 lincRNA -2,01 
LINC00401 lincRNA -3,21 
LOC101927230 lincRNA -2,35 
RP11-893F2.6 lincRNA -2,35 
LOC101928509 lincRNA -2,17 
MEG3 lincRNA -2,46 
RNU11 lincRNA -2,84 
RP11-171N4.1 lincRNA -2,14 
RP11-199O14.1 lincRNA -2,20 
RP11-23D5.1 lincRNA -2,64 
RP11-344F13.1 lincRNA -2,71 
RP11-398M15.1 lincRNA -2,26 
RP11-459J23.1 lincRNA -3,21 
RP4-660H19.1 lincRNA -2,28 
RP5-1021I20.2 lincRNA -2,05 
SNHG8 lincRNA 2,28 
LOC100506498 lincRNA -2,05 
LINC00849 lincRNA 2,11 
HELLPAR macro lncRNA -2,01 
MIR1304 miRNA 2,06 
MIR4719 miRNA -2,15 
MIR664B miRNA 3,52 
MIR642B miRNA -2,30 
AC010974.3 ncRNA Antisense -2,02 
RP11-555M1.3 ncRNA Antisense -2,40 
RP11-634B7.4 ncRNA Antisense -2,02 
RP11-649A16.1 ncRNA Antisense -2,22 
RP1-65P5.3 ncRNA Antisense 3,04 
TPT1-AS1 ncRNA Antisense 3,04 
ZFAS1 ncRNA Antisense 2,52 
CES1P1 Pseudogene não Processado 2,34 
FAM86FP Pseudogene não Processado 2,28 
SDHAP1 Pseudogene não Processado 2,43 
SDHAP2 Pseudogene não Processado 2,43 
CES1P2 Pseudogene não Processado 2,34 
POU5F1P3 Pseudogene Processado 7,15 
POU5F1P4 Pseudogene Processado 7,15 
RNA5SP157 rRNA -2,68 
RNA5SP236 rRNA -2,03 
AC107072.2 Sense Intrônico -2,13 
RP11-138H8.6 Sense Intrônico 2,23 
SNORA33 snoRNA 3,49 
SNORA56 snoRNA 3,52 
SNORD101 snoRNA 2,33 
SNORD114-10 snoRNA -2,63 
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  (CONCLUSÃO) 
SNORD114-18 snoRNA -2,72 
SNORD114-24 snoRNA -2,23 
SNORD114-29 snoRNA -3,12 
SNORD14A snoRNA 2,14 
SNORD14B snoRNA 2,04 
SNORD14C snoRNA 2,53 
SNORD14D snoRNA 2,53 
SNORD16 snoRNA 3,16 
SNORD18A snoRNA 3,16 
SNORD18B snoRNA 3,16 
SNORD18C snoRNA 3,16 
SNORD19B snoRNA 3,19 
SNORD42A snoRNA 2,96 
SNORD42B snoRNA 2,30 
SNORD4B snoRNA 2,96 
SNORD5 snoRNA 3,35 
SNORD58A snoRNA 2,46 
SNORD58B snoRNA 2,46 
SNORD58C snoRNA 2,46 
SNORD59A snoRNA 4,30 
SNORD63 snoRNA 2,87 
SNORD69 snoRNA 2,36 
SNORD96A snoRNA 2,02 
SNORA6 snoRNA 2,48 
SNORA24 snoRNA 2,28 
SNORA1 snoRNA 3,35 
SNORA18 snoRNA 2,06 
SNORA32 snoRNA 2,66 
SNORA40 snoRNA 2,09 
SNORA8 snoRNA 2,32 
SNORD95 snoRNA 2,02 
SNORA62 snoRNA 2,48 
RNU1-23P snRNA -2,52 
RNU2-57P snRNA -2,14 
RNU2-62P snRNA -2,64 
RNU6-1053P snRNA 2,07 
RNU6-1061P snRNA -2,07 
RNU6-344P snRNA -2,20 
RNU6-431P snRNA 2,60 
RNU6-505P snRNA -2,08 
RNU6-658P snRNA -2,30 
RNU6-759P snRNA 2,59 
RNU6-951P snRNA -2,14 
RNU7-95P snRNA -2,02 
LINC00173 Transcrito Processado 2,28 
VTRNA2-1 vaultRNA 3,09 

*Dados obtidos após análise conjunta de todas as linhagens celulares de meduloblastoma. 
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A análise funcional dos genes diferencialmente expressos em 

comum demonstra o enriquecimento de genes envolvidos com proliferação e 

movimento celular, metabolismo de drogas e morte/sobrevivência celular 

(Tabela 11). Vale salientar que a maioria dos genes observados ainda não possui 

função conhecida. Por este motivo, a anotação funcional realizada contempla 

apenas genes previamente descritos na literatura. Ainda assim, as funções 

moleculares e biológicas obtidas são importantes para a iniciação e progressão 

tumoral. Uma análise conjunta das duas principais redes de interações 

moleculares identificou a possível interação entre as respectivas proteínas 

identificadas e alvos upstream e downstream (Figura 51). 
 

Tabela 11 - Anotação funcional do grupo comum de genes diferencialmente expressos em células 

de meduloblastoma após a superexpressão de OCT4A. 

Funções Biológicas e Moleculares 

Nome p-value #Genes 

Organização Celular 4.18E-02 - 9.10E-04 6 

Manutenção e Função Celular 3.10E-02 - 9.10E-04 6 

Crescimento Celular e Proliferação 1.56E-02 - 2.25E-03 5 

Movimento Celular 3.39E-02 - 2.25E-03 6 

Metabolismo de Drogas 8.95E-03 - 2.25E-03 3 

Funções de Redes Associadas 

Nome Score 

Morte Celular e Sobrevivência, Síntese Proteica e Câncer 19 

Ciclo Celular, Câncer, Injúria e Anomalias do Organismo 14 

Câncer, Fibrose Cardíaca, Proliferação Cardíaca 2 

Doenças Cardiovasculares, Injúrias e Anomalias do Organismo, 

Doenças do Sistema Reprodutivo 2 

Desordens do Desenvolvimento, Doenças Hematológicas, Doenças 

Hereditárias 2 

* Análise feita com a plataforma Ingenuity Pathway Analysis – IPA. As principais redes 
associadas utilizadas para geração de rede de interações estão destacadas em negrito. 
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Figura 51 - Associação de redes de interações moleculares identificadas pela análise funcional dos 

genes diferencialmente expressos em células de meduloblastoma com superexpressão de OCTA. 

Figura gerada pela plataforma Ingenuity Pathway Analysis. Os genes diferencialmente expressos 

encontram-se coloridos na figura (Vermelho: hiperexpresso; Verde: hipoexpresso). As duas principais redes 

associadas utilizadas para identificação de interações encontram-se destacadas em negrito na Tabela 10. 
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4.8. SUPEREXPRESSÃO DE OCT4A TAMBÉM AFETA 

PROPRIEDADES TUMORIGÊNICAS IN VITRO E IN VIVO DE 

AT/RT 

Assim como o meduloblastoma, o AT/RT é um tumor 

neuropediátrico de origem embrionária. Esse tumor foi, por muitos anos, 

considerado um tipo de meduloblastoma devido a sua similaridade. No entanto, 

mais recentemente, foi descoberto que o AT/RT possui características distintas 

que o classifica como um novo tipo tumoral. O AT/RT é um tumor altamente 

agressivo e um dos tumores pediátricos mais fatais de ocorrência em crianças 

muito jovens. 

No presente trabalho, estabelecemos uma linhagem celular a 

partir de amostra de AT/RT obtida em colaboração com o Dr. Hamilton 

(Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo - FMUSP), denominada 

USP-07-Med. Devido suas similaridades com o meduloblastoma, também 

investigamos os efeitos da superexpressão de OCT4A na tumorigênese e 

agressividade dessa linhagem celular de AT/RT. Por se tratar de um tipo tumoral 

distinto ao meduloblastoma, os resultados obtidos foram analisados à parte e 

apresentados no Apêndice 6. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Apesar de alterações nos níveis de OCT4 terem sido observadas 

em diversos tipos de tumores sólidos, poucos estudos avaliaram sua expressão 

em tumores do SNC. Em gliomas, níveis elevados de OCT4 já foram 

correlacionados com o grau do tumor (DU et al., 2009; ELSIR et al., 2014; GUO 

et al., 2011; HOLMBERG et al., 2011; SHI et al., 2013), no entanto, não foi 

observada correlação significativa com a sobrevida dos pacientes (ELSIR et al., 

2014). Em neuroblastoma, um tumor sólido derivado de células da crista neural 

que desenvolve-se na infância, trabalhos já reportaram a detecção positiva de 

OCT4, no entanto, a associação com prognóstico foi controversa (KANEKO et 

al., 2015; MONAJEMZADEH et al., 2014; YANG et al., 2012) e os pacientes com 

neuroblastoma apresentaram menor sobrevida apenas quando OCT4 e MYCN 

eram detectados concomitantemente (KANEKO et al., 2015). A expressão 

elevada do respectivo gene POU5F1 foi descrita como um marcador preditivo de 

pior prognóstico em pacientes com meduloblastoma, e sugerida como marcador 

molecular para a estratificação de pacientes considerados de baixo risco de 

recidiva que apresentam menor sobrevida (RODINI et al., 2012). Apesar da 

detecção de OCT4 já ter sido observada e correlacionada com parâmetros 

clínicos desfavoráveis em tumores do SNC, pouco se sabe sobre suas ações 

para a aquisição de fenótipo mais agressivo (SEYMOUR; TWIGGER; KAKULAS, 

2015). Na presente tese, propusemos avaliar e melhor compreender as 

alterações funcionais e moleculares decorrentes do aumento dos níveis de 

OCT4 na tumorigênese e patogênese de meduloblastoma. Os dados aqui 

apresentados apontam que a superexpressão do fator de pluripotência OCT4A 

favorece a aquisição de fenótipo mais agressivo em células de meduloblastoma 

humano e, pela primeira vez, indicam a regulação de ncRNAs, especialmente 

RNAs não-codificadores longos (do inglês long non-coding RNAs, lncRNAs) e 

pequenos RNAs não codificadores nucleolares (do inglês small nucleolar RNAs, 

snoRNAs), como possível mecanismo para o aumento de agressividade 

provocado por OCT4A em meduloblastoma.  
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Outro fator importante que propusemos avaliar é a contribuição 

específica da isoforma OCT4A na tumorigênese de meduloblastoma. Isto porque 

as contribuições das isoformas codificadas por POU5F1 na tumorigênese e 

progressão tumoral são ainda menos conhecidas, e poucos trabalhos 

correlacionaram a expressão diferencial dos transcritos de POU5F1 com 

prognóstico de pacientes (DE RESENDE et al., 2013; HUANG et al., 2011). As 

isoformas de OCT4 já foram associadas a diversas funções celulares em 

condições fisiológicas e patológicas, como auto-renovação e pluripotência (LEE 

et al., 2006; TSAI et al., 2014a; ZHANG et al., 2010), proliferação celular (ZHAO 

et al., 2014), estresse genotóxico (FARASHAHI YAZD et al., 2011; GAO et al., 

2012) e morte celular programada por apoptose (ASADI et al., 2011; 

ASADZADEH et al., 2012; CORTES-DERICKS et al., 2013; LI et al., 2015a; 

MIRZAEI et al., 2014). O conhecimento sobre os transcritos alternativos e 

isoformas codificadas por POU5F1 foi primeiramente relatado em 1992 

(TAKEDA; SEINO; BELL, 1992), no entanto, pouca atenção para suas diferentes 

funções foi dada no decorrer do tempo. Uma melhor compreensão e 

caracterização das diferentes isoformas de OCT4 poderá contribuir para a 

elucidação dos resultados controversos observados na patogênese do câncer 

(WANG; DAI, 2010). De fato, alguns trabalhos prévios descreveram OCT4 como 

fator de transcrição envolvido nas características de pluripotência e auto-

renovação de células-tronco e correlacionaram sua expressão aberrante em 

tumores com a presença de CTT, entretanto, a imunomarcação de OCT4 foi 

encontrada principalmente no citoplasma (ONG et al., 2015; YANG et al., 2012), 

localização subcelular da isoforma OCT4B, cuja principal função descrita até o 

momento é seu envolvimento em estresse genotóxico (GAO et al., 2012; ZHANG 

et al., 2010) sem correlação com a manutenção da auto-renovação e fenótipo 

pluripotente (ATLASI et al., 2008; LEE et al., 2006; LI et al., 2015a). 

Os resultados aqui apresentados mostram que linhagens 

celulares de meduloblastoma expressam os três transcritos de POU5F1 e que 

os transcritos Oct4B e Oct4B1 são os mais expressos em todas as linhagens 

celulares analisadas. Em relação ao transcrito Oct4A, os níveis transcricionais 

foram os mais baixos dentre os três transcritos de POU5F1, valores estes 

inferiores de 1.000 a 2.000 vezes ao observado em uma CTE pluripotente. Os 
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resultados corroboram com o que é descrito na literatura, em que os transcritos 

Oct4B e Oct4B1 são mais expressos em células diferenciadas e amostras 

tumorais (DE RESENDE et al., 2013; LI et al., 2015a; WEZEL et al., 2013) e que 

a expressão de Oct4A encontra-se elevada em células indiferenciadas (ATLASI 

et al., 2008; RIJLAARSDAM et al., 2011). Todavia, vale ressaltar que, apesar da 

baixa expressão de Oct4A em tumores, sua expressão está comumente 

associada a pior prognóstico dos pacientes (DE RESENDE et al., 2013). 

Considerando-se então que a detecção de OCT4, principalmente do fator de 

transcrição OCT4A, é correlacionada com menor sobrevida e pior prognóstico 

em pacientes com meduloblastoma, além da expressão diferencial ter sido 

proposta como marcador molecular para identificar pacientes clinicamente 

classificados como de baixo risco mas que podem não responder 

adequadamente ao tratamento padrão e, assim, apresentar evolução clínica 

desfavorável, entender a contribuição de OCT4A na tumorigênese e patogênese 

dessa doença se faz necessária e foi objetivo do presente trabalho. 

A aquisição de fenótipos característicos de células-tronco já foi 

proposta como fator importante na tumorigênese de diversos tumores. Aumento 

da proliferação celular, capacidade de diferenciação e resistência a drogas são 

fenótipos associados a células-tronco que contribuem para a progressão e 

agressividade tumoral (REYA et al., 2001; VISVADER; LINDEMAN, 2012). No 

presente trabalho, a superexpressão do fator de pluripotência OCT4A afetou 

propriedades previamente associados a fenótipos de CTT. Dentre elas, a 

superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma contribuiu para o 

aumento da proliferação celular, observado pela diminuição do tempo necessário 

para uma dobra populacional e promovendo a transição da fase G1 para S e 

G2/M do ciclo celular. Já foi descrito previamente como uma característica de 

células-tronco pluripotentes o encurtamento da fase G1 e transição para a fase 

S do ciclo celular (BECKER et al., 2006; LI; BALLABENI; KIRSCHNER, 2012; 

WHITE; DALTON, 2005), favorecendo intensa proliferação celular para o 

crescimento do embrião em desenvolvimento. Células-tronco adultas, no 

entanto, apresentam-se mais quiescentes e possuem taxas proliferativas 

menores quando comparadas a células precursoras, e são importantes na 

homeostase tecidual no decorrer da vida do organismo (CHENG, 2004; LI; 
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BHATIA, 2011). Assim como em condições fisiológicas, acredita-se que as CTT 

obedeçam uma hierarquia celular, com poucas CTT quiescentes e 

quimiorresistentes capazes de se diferenciarem em células progenitoras 

proliferativas que compõem a maior parte da massa tumoral e que, 

posteriormente, darão origem as células tumorais diferenciadas com baixa taxa 

proliferativa (DRIESSENS et al., 2012; VESCOVI; GALLI; REYNOLDS, 2006). 

Considerando-se que a superexpressão de POU5F1 foi capaz de reprogramar 

células neuroprogenitoras em células pluripotentes (KIM et al., 2009), a 

expressão ectópica de OCT4A em células tumorais de origem neuronal poderia 

recapitular processos importantes de células-tronco e CTT em amostras de 

meduloblastoma e, assim, favorecer a aquisição de fenótipos de CTT, como 

aumento da proliferação celular, de forma a contribuir para o crescimento da 

massa tumoral e progressão da doença. De fato, resultados semelhantes foram 

observados em diversos tipos tumorais após a manipulação da expressão de 

POU5F1, demonstrando seus efeitos na promoção da proliferação celular e 

encurtamento da fase G1/transição para as fases S/G2/M do ciclo celular (CAO 

et al., 2013; KUMAR et al., 2012; LI et al., 2014; TANG et al., 2015; TSAI et al., 

2014a). 

Os dados de expressão gênica aqui obtidos indicam possíveis 

genes alvos de OCT4A e os mecanismos que podem estar envolvidos na 

regulação e progressão do ciclo celular. Um exemplo é a proteína LUM, também 

conhecida como Lumican, encontrada hipoexpressa após a superexpressão de 

OCT4A em linhagens celulares de meduloblastoma. LUM é uma glicoproteína 

cuja principal função é o modelamento de matriz de colágeno extracelular 

(GROVER et al., 1995). No entanto, LUM pode interagir com proteínas 

intracelulares e, assim, interferir na progressão do ciclo celular (IOZZO, 1997). 

De fato, a diminuição dos níveis de LUM em células de osteosarcoma já foi 

correlacionada com aumento da proliferação celular (NIKITOVIC et al., 2008). 

Outro exemplo de molécula alvo é TNKS, também conhecida como Tankyrase, 

uma enzima que catalisa a poli-ADP-riborsilação e que desempenha funções 

importantes na manutenção dos telômeros e formação do fuso mitótico, duas 

atividades importantes no controle do ciclo celular (LEHTIÖ; CHI; KRAUSS, 

2013). Em estudo de Lu e colaboradores (2013), a inibição de TNKS em células 
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de adenocarcinoma de pulmão foi capaz de inibir a proliferação celular, além de 

alterar a expressão de MCL-1S e MCL-1L, induzindo apoptose. A diminuição da 

proliferação e indução de apoptose provocada pelo silenciamento de TNKS 

afetaram o crescimento tumoral, evidenciado pela diminuição do volume tumoral 

(LU et al., 2013). 

Dois processos importantes e característicos de CTT são a 

maior resistência à terapia e evasão da morte celular. No presente trabalho, foi 

avaliada se a superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma afeta a 

quimiorresistência à ação da cisplatina, um quimioterápico muito utilizado para o 

tratamento de meduloblastoma em combinação com outros quimioterápicos, 

como vincristina, lomustina e/ou ciclofosfamida (GOTTARDO et al., 2014). A 

cisplatina possui dois grupamentos cloro que são substituídos por água no 

citoplasma da célula, em um evento denominado aquação, tornando-a altamente 

reativa. Dentre os mecanismos de ação, a cisplatina pode interagir com 

glutationa redutase (GSH) e metalotioninas e, assim, promover o estresse 

oxidativo, além de ser capaz de ligar-se ao DNA nuclear e mitocondrial 

favorecendo a formação de adutos de DNA. As lesões no DNA causadas pela 

cisplatina, se em pouca quantidade, podem ser reconhecidas e reparadas pelo 

sistema de reparo de DNA. Quando os danos são irreversíveis, a célula recebe 

sinais de parada do ciclo celular ou de indução de apoptose para morte celular. 

No presente trabalho, apesar do OCT4A ter sido capaz de afetar a 

quimiorresistência à cisplatina em células de meduloblastoma, o resultado não 

foi consistente nas três linhagens celulares avaliadas, indicando mecanismos 

linhagem-dependentes que podem afetar a resistência a drogas. Existem 

diversos mecanismos que podem interferir na resistência a cisplatina, como 

resistência pre-target (impede a ligação da cisplatina ao alvo), resistência on-

target (diretamente relacionada aos danos provocados pela cisplatina), 

resistência post-target (alteração de vias de sinalização de morte celular ativadas 

pelos danos no DNA) e resistência off-target (mecanismos moleculares 

independentes que podem ou não estar associados a cisplatina) (GALLUZZI et 

al., 2012, 2014). Todas as linhagens celulares de meduloblastoma apresentaram 

alterações de vias importantes para morte celular e metabolismo de drogas que, 
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no contexto individual das alterações observadas em cada linhagem celular, 

podem favorecer mecanismos distintos de resistência à cisplatina.  

Outro possível mecanismo que pode afetar a quimiorresistência 

de células de meduloblastoma com superexpressão de OCT4A é a alteração da 

expressão de outros transcritos alternativos de POU5F1. As isoformas OCT4B e 

OCT4B1 foram correlacionadas com processos anti-apoptóticos (ASADI et al., 

2011; ASADZADEH et al., 2012; CORTES-DERICKS et al., 2013; MIRZAEI et 

al., 2014) e poderiam explicar os resultados conflitantes de resistência à 

cisplatina, visto que as células da linhagem Daoy apresentaram diminuição nos 

níveis de Oct4B após a superexpressão de OCT4A, podendo conferir sinais pró-

apoptóticos e indução da morte celular, diferentemente da quimiorresistência 

observada em USP-13-Med, cuja expressão de Oct4B1 foi aumentada após a 

superexpressão de OCT4A. 

A capacidade de propagar em condições adversas como os 

proporcionados por crescimento 3D em ensaio de crescimento independente de 

ancoragem e formação de esferas tumorais possui implicações na agressividade 

tumoral e está correlacionada a maior tumorigênese in vivo (DI MAYORCA et al., 

1973; MOYER; AUST, 1984; SINGH et al., 2004) e pior prognóstico em tumores 

embrionários do SNC (PANOSYAN et al., 2010). Tais propriedades são 

importantes no contexto tumoral, visto que o crescimento 3D tenta mimetizar 

condições do microambiente observado in vivo em condições de cultura in vitro 

(YAMADA; CUKIERMAN, 2007), além de estar associada a uma das principais 

características das células-tronco e CTT: a auto renovação (HAZELTINE; 

SELEKMAN; PALECEK, 2013; WEISWALD; BELLET; DANGLES-MARIE, 

2015). Os dados aqui apresentados indicam que a superexpressão de OCT4A 

aumentou a capacidade de crescimento independente de ancoragem e formação 

de esferas tumorais, e que tais efeitos foram dependentes dos níveis de OCT4A. 

Em neuroblastoma e glioma, foram observadas diminuições na geração de 

esferas tumorais quando a expressão de POU5F1 foi silenciada (IKUSHIMA et 

al., 2011; KANEKO et al., 2015) e, inversamente, quando superexpresso em 

carcinoma hepatocelular, as células apresentaram maior eficiência na formação 

de esferas tumorais (WU et al., 2015a). Li e colaboradores demonstraram em 

modelo de carcinoma cervical que OCT4A é a isoforma que tem capacidade de 
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modular a auto-renovação das esferas tumorais, sendo esse efeito praticamente 

nulo após a manipulação de OCT4B (LI et al., 2015a). Um dado interessante 

observado em nossos experimentos foi que a manipulação da expressão de 

OCT4A teve efeitos ainda mais evidentes quando as células de meduloblastoma 

foram cultivadas em condições de crescimento tridimensional. Células USP-13-

Med praticamente não apresentaram alteração no tempo necessário para dobra 

populacional quando mantidas em condições de crescimento aderente em duas 

dimensões, entretanto, a superexpressão de OCT4A afetou positivamente a 

capacidade de formação de esferas tumorais e crescimento independente de 

ancoragem, apontando um efeito pró-tumorigênico de OCT4A em situações que 

mimetizam o microambiente tumoral. 

A correlação entre o crescimento tridimensional in vitro e maior 

tumorigênese in vivo também foi observado em meduloblastoma após a 

superexpressão de OCT4A e o crescimento tumoral mostrou-se dependente dos 

níveis de OCT4A. Esses resultados vão ao encontro com dados obtidos em 

câncer de próstata (KOSAKA et al., 2013) e carcinoma esofágico (LI et al., 2014), 

cuja a formação de tumor em ensaio subcutâneo foi aumentada após a 

superexpressão de POU5F1 e diminuída quando a expressão de POU5F1 foi 

inibida. Em meduloblastoma, a presença de necrose e/ou apoptose no interior 

do tumor já foram correlacionadas com pior prognóstico (GIANGASPERO et al., 

2006; VERMA; TAVARÉ; GILLES, 2008) e características mais agressivas do 

tumor, como maior proliferação celular (MAURER et al., 2015). Eberthart e 

Burger (2003) mencionam em seu trabalho que a progressão do 

meduloblastoma está correlacionada com a aquisição de fenótipos 

histopatológicos mais agressivos, como aumento dos índices mitóticos e 

apoptóticos, e lesões focais no interior do tumor, evidenciadas por atipia ou 

anaplasia em relação ao restante da massa tumoral (EBERHART; BURGER, 

2003). No presente trabalho, os tumores derivados de células de 

meduloblastoma com superexpressão de OCT4A apresentaram morfologia 

semelhante ao previamente descrito como características histológicas 

agressivas, como extensa área de necrose/apoptose e aquisição de 

anaplasia/atipia no interior do tumor, sendo que a aquisição desses fenótipos 

está correlacionada com a expressão de OCT4A, tanto em níveis intermediários 
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quanto em níveis altos. Efeito semelhante foi observado por Stearns e 

colaboradores (2006) após a superexpressão do oncogene C-MYC em linhagens 

de meduloblastoma, no qual os autores sugerem o envolvimento entre a 

aquisição de tal fenótipo anaplásico com a progressão de tumores embrionários 

malignos (STEARNS et al., 2006). 

Outro fenótipo correlacionado por Eberthart e Burger (2003) com 

a progressão da doença e histopatologia de meduloblastoma é a capacidade de 

metástase elevada em tumores cujo perfil histopatológico apresentam tais lesões 

de atipia/anaplasia. Um processo importante para o desenvolvimento de 

metástases é a TEM. Durante a TEM, as células perdem o seu fenótipo epitelial, 

a adesão célula-célula e a polaridade celular para adquirir um fenótipo 

mesenquimal, com maior capacidade de migração e invasão (THIERY et al., 

2009). A TEM é um processo imprescindível para o desenvolvimento do 

organismo, e que possui implicações na malignidade tumoral (JOLLY, 2015). 

Além disso, a TEM é fundamental para a indução de pluripotência. Høffding e 

colaboradores (2015) verificaram que a transição mesenquimal-epitelial (do 

inglês Mesenchymal-to-Epithelial Transition, TME) também ocorre durante o 

processo de reprogramação de fibroblastos (HØFFDING; HYTTEL, 2015), no 

entanto, Liu e colaboradores (2013) demonstraram que a indução da TEM no 

início do processo de reprogramação seguido pela TME é etapa importante para 

aumentar a eficiência na geração de iPSCs. Esse processo inicial de TEM foi 

ativado por OCT4 utilizando um mecanismo de introdução sequencial dos fatores 

de reprogramação e contribuiu para um aumento de 600% na eficiência na 

geração de células iPSCs (LIU et al., 2013). Outra evidência da colaboração 

entre TEM e indução de pluripotência com consequente envolvimento de OCT4A 

foi observada por Nori e colaboradores (2015). Eles identificaram que um clone 

de células iPSCs utilizado como modelo de terapia de dano medular sofreu 

transformação maligna a longo-termo e que, durante o processo oncogênico, 

ocorreu a superexpressão do transgene OCT4A e enriquecimento de 

componentes responsáveis pela TEM, contribuindo para a tumorigênese das 

células transplantadas (NORI et al., 2015). Vale ressaltar também que, durante 

o desenvolvimento embrionário, diferentes vias de sinalização envolvidas na 

morfogênese como WNT, SHH e NOTCH contribuem para a TEM e afetam a 
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capacidade de migração celular durante a formação tecidual (POLYAK; 

WEINBERG, 2009). Em meduloblastoma, alterações em componentes das vias 

supracitadas são geralmente utilizadas para estratificar pacientes em subgrupos 

moleculares com diferenças em parâmetros clínicos, como por exemplo em 

prognóstico e presença de metástase (MASCARO CORDEIRO et al., 2014; 

RAMASWAMY et al., 2016a).  

No câncer a perda de adesão celular permite que as células se 

soltem da massa tumoral e iniciem o processo de metástase por meio da invasão 

de tecidos vizinhos, bem como vasos linfáticos e sanguíneos, até que consigam 

atingir e colonizar sítios distantes do foco primário. Recentemente, foi 

demonstrado que as células de câncer de mama e câncer colorretal com menor 

capacidade de adesão e mais sensíveis a ação da tripsina compõem uma 

subpopulação celular com características de CTT, como maior proliferação 

celular, maior eficiência na geração de esferas tumorais, maior tumorigênese in 

vivo e também apresentavam níveis elevados de CD133 e OCT4. Como 

esperado, tais células exibiram alteração em fatores importantes na regulação 

da TEM e foram capazes de gerar mais metástases em modelo murino, 

indicando que a menor adesão celular está correlacionado com fenótipo de CTT 

e maior agressividade tumoral (MORATA-TARIFA et al., 2016). No presente 

trabalho, a superexpressão de OCT4A diminuiu a adesão celular, bem como 

aumentou a capacidade de invasão in vitro das células de meduloblastoma 

quando cultivadas em condição de esferoide 3D em matriz de hidrogel. Tais 

efeitos in vitro podem explicar o aumento de focos metastáticos no neuroeixo de 

camundongos BALB/C Nude, observados após a superexpressão de OCT4A, 

sendo, inclusive, mais frequente a colonização tumoral da coluna espinhal, 

representado pelo grau mais agressivo de metástase no neuroeixo em 

meduloblastoma. Estudos independentes também demonstram que OCT4A 

favorece a TEM, migração, invasão e potencial metastático de células de câncer 

colorretal (DAI et al., 2013), câncer de mama (BELTRAN et al., 2011) e 

melanoma (KUMAR et al., 2012). 

Apesar da compreensão das alterações fenotípicas associadas 

a superexpressão de POU5F1 em modelos tumorais descobertas e divulgadas 

no período da elaboração da presente tese, pouco se sabe sobre as alterações 
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moleculares decorrentes do aumento específico dos níveis da isoforma OCT4A 

que podem contribuir para a aquisição de fenótipo tumoral mais agressivo.  

A instabilidade genômica é um processo muito importante 

durante o processo oncogênico e descrita como um evento promotor da 

transformação maligna ao favorecer a aquisição de mutações que conferem ao 

tumor vantagens seletivas para que ocorra a progressão tumoral (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). A instabilidade genômica já foi observada durante a 

reprogramação de células somáticas ao estado pluripotente (PASI et al., 2011). 

A aquisição de aberrações cromossômicas em iPSCs pode ocorrer por diversos 

mecanismos como: ocorrência de mutações pré-existentes na célula de origem, 

alterações durante a expansão e adaptação das células em condições de cultivo 

in vitro ou pela integração dos fatores de reprogramação em frames de leitura de 

genes importantes para o processo tumorigênico. No entanto, Taapken e 

colaboradores (2011) demonstraram que o uso de métodos não-integrativos não 

apresentou diferença quanto a aquisição de aberrações cromossômicas durante 

a indução de pluripotência em células somáticas (TAAPKEN et al., 2011), além 

de já ter sido observado que aproximadamente 60% das alterações 

cromossômicas presentes em iPSCs independem da fonte ou origem celular 

(MAYSHAR et al., 2010; RONEN; BENVENISTY, 2012), indicando que o 

processo de reprogramação pode favorecer a instabilidade genômica. Em 

células de meduloblastoma, níveis elevados de OCT4A contribuíram para a 

aquisição de ganhos e perdas de segmentos cromossômicos, porém, a 

quantidade e o tipo de aberração variaram entre as linhagens celulares e, 

aparentemente, em um perfil nível-dependente, visto que a linhagem celular que 

apresentou os maiores níveis de superexpressão de OCT4A (Daoy) foi a 

linhagem celular com maior aquisição de mutações detectadas, seguida pela 

linhagem celular USP-13-Med (níveis intermediários de superexpressão de 

OCT4A) enquanto que nenhuma aberração foi adquirida por células de 

D283Med após superexpressão de OCT4A, sendo esta a linhagem celular cujos 

níveis de OCT4A foram os menores observados dentre as linhagens celulares 

utilizadas no presente trabalho. 

Dentre os segmentos cromossômicos que foram encontrados 

alterados nas linhagens de meduloblastoma, apenas duas regiões foram 
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comuns: 1p32.3 e 9p23.1. De forma interessante, já foram descritos ganhos e 

perdas nos cromossomos 1 e 9 em células-tronco pluripotentes (embrionárias e 

iPSCs) (MAYSHAR et al., 2010). Entretanto, a análise comparativa de ganhos e 

perdas cromossômicas e expressão gênica indicou que a expressão aberrante 

de genes após superexpressão de OCT4A tem pouca ou nenhuma influência 

decorrente da instabilidade cromossômica. Tal resultado sugere que a 

agressividade adquirida por células de meduloblastoma com altos níveis de 

OCT4A deve-se a mecanismos distintos aos ganhos e perdas de segmentos 

cromossômicos, mas que afetam a expressão de genes importantes para a 

formação e progressão tumoral.  

A análise de expressão gênica global identificou a alteração 

predominantemente de ncRNAs após a superexpressão de OCT4A em 

linhagens celulares de meduloblastoma, como lncRNAs e snoRNAs. De forma 

interessante, Cawley e colaboradores (2004) demonstraram que 36% das 

regiões cromossômicas com binding sites para fatores de transcrição estavam 

significativamente correlacionadas com a transcrição de ncRNAs, valor superior 

aos 22% que favoreciam a transcrição de genes codificadores de proteínas. A 

análise foi feita para três fatores de transcrição, SP1, CMYC e P53, e indica que 

os ncRNAs são regulados por estímulos comuns aos RNAs codificadores de 

proteínas devido a ação dos fatores de transcrição, e devem desempenhar 

funções biológicas como processos transcricionais e remodelamento da 

cromatina (CAWLEY et al., 2004). 

Até recentemente, pouco se sabia a respeito das funções dos 

ncRNAs, e estes eram considerados como junk-RNAs (HÜTTENHOFER; 

SCHATTNER; POLACEK, 2005). No entanto, hoje sabe-se que ncRNAs 

desempenham papéis importantes no controle da expressão gênica de células 

normais, em processos envolvidos no desenvolvimento e homeostase do 

organismo, bem como possuem relevância clínica em diversas doenças, 

incluindo o câncer (LIZ; ESTELLER, 2015). Os ncRNAs com expressão 

aberrante após a superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma, em 

sua maioria, foram recentemente catalogados e ainda pouco se sabe sobre suas 

funções biológicas, entretanto, alguns já foram correlacionados com a promoção 

e progressão tumoral. Um deles, o vaultRNA denominado VTRNA2-1 (também 
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conhecido como nc886) foi descrito como gene supressor tumoral em câncer 

gástrico (LEE et al., 2014b) e esofágico (LEE et al., 2014a), porém, em câncer 

cervical, VTRNA2-1 regula a expressão de P53 e está correlacionado com maior 

invasão e proliferação celular, além do aumento da tumorigênese (KONG et al., 

2015). 

Dentre as classes enriquecidas após a superexpressão de 

OCT4A em meduloblastoma, os lncRNAs também desempenham papel 

importante na regulação da expressão gênica, por meio de interações com 

macromoléculas como cromatina, proteínas e RNAs, favorecendo ou inibindo a 

transcrição gênica e promovendo a formação de complexos proteicos ou inibindo 

interações proteína-proteína (SCHMITT et al., 2016). Os lncRNAs possuem 

funções importantes no desenvolvimento do organismo (BERGMANN et al., 

2015; FATICA; BOZZONI, 2013) e muitos trabalhos têm avaliado as funções de 

diversos lncRNAs no desenvolvimento do SNC (NG et al., 2013; RAMOS; 

ATTENELLO; LIM, 2016). O consórcio GENCODE identificou que os lncRNAs, 

apesar de expressos em níveis inferiores a mRNAs, apresentam perfil de 

expressão tecido-específico, sendo que 40% dos lncRNAs diferencialmente 

expressos são observados especificamente no SNC (DERRIEN et al., 2012). 

Devido a sua grande importância no SNC, era de se esperar que a alteração da 

expressão de lncRNAs contribui para o desenvolvimento de diversas doenças 

neurodegenerativas e tumores do SNC. Em gliomas, a expressão aberrante de 

lncRNAs como MALAT1, H19 e HOTAIR está correlacionada com pior 

prognóstico e maior agressividade tumoral, além da regulação de fatores 

importantes para manutenção de fenótipo de CTT, como CD133, NANOG, 

SOX2, NESTINA e OCT4 (BALCI et al., 2016; HAN et al., 2016; JIANG et al., 

2016; LI et al., 2016). Em diversos tipos de câncer, foram demonstrados que 

lncRNAs afetam a proliferação, motilidade, viabilidade, imortalidade e favorecem 

a angiogênese, indicando a importância dessa classe de ncRNAs para a 

promoção/progressão tumoral (SCHMITT et al., 2016) e correlação com 

propriedades de CTT (GUI et al., 2015). 

Um dos lncRNAs mais bem descritos na literatura e que foi 

encontrado hipoexpresso no presente trabalho é o MEG3 (do inglês Maternally 

Expressed 3). A expressão de MEG3 foi também observada hipoexpressa em 
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tumores de mama, próstata e colorretal, e a diminuição dos níveis de MEG3 

contribuiu para a aquisição de fenótipo mais agressivo in vitro, com influências 

na proliferação celular, capacidade de geração de colônias e diminuição da 

morte celular (LIU et al., 2016; LUO et al., 2015; SUN; LI; YANG, 2016). Em 

tumores do SNC, a expressão de MEG3 também encontrava-se diminuída em 

linhagens de gliomas (BALCI et al., 2016; KIANG; ZHANG; LEUNG, 2015) e 

amostras clínicas de meningioma (BALIK et al., 2013), gliomas (WANG; REN; 

SUN, 2012) e adenomas hipofisários (MEZZOMO et al., 2012). Uma análise 

funcional demonstrou que a superexpressão de MEG3 afetou a proliferação e 

indução de morte celular em linhagens de glioma in vitro via interação com P53 

(WANG; REN; SUN, 2012). 

Outro lncRNA com expressão alterada em amostra de 

meduloblastoma com níveis elevados de OCT4A foi ZFAS1 (do inglês Zinc 

Finger Antisense 1). Askarian-Amiri e colaboradores (2011) demonstraram que 

a expressão de ZFAS1 estava correlacionada com o desenvolvimento mamário 

e a diminuição dos níveis por silenciamento do lncRNA afetou a proliferação 

celular e capacidade de auto-renovação em ensaio clonogênico de linhagem 

celular de epitélio mamário HC11. No contexto tumoral, os autores identificaram 

que os níveis de Zfas1 em amostras de tumor de mama encontravam-se 

hipoexpressos em relação ao tecido normal adjacente, sugerindo que ZFAS1 

age como supressor tumoral (ASKARIAN-AMIRI et al., 2011). No entanto, 

trabalhos mais recentes em câncer colorretal (THORENOOR et al., 2016; 

WANG; XING, 2016), gástrico (NIE et al., 2016) e carcinoma hepatocelular (LI et 

al., 2015b) demonstraram que o aumento de expressão de ZFAS1 em amostras 

clínicas está correlacionado com menor sobrevida e perfil metastático desses 

tumores, além de terem sido observados em ensaios funcionais os efeitos 

oncogênicos de ZFAS1 na proliferação, migração e invasão celular, bem como 

tumorigênese e metástase in vivo. 

Um dos resultados mais intrigantes observado no presente 

trabalho foi o enriquecimento de snoRNAs, uma classe de ncRNAs cuja principal 

função descrita é a biogênese e modificação de rRNAs (ESTELLER, 2011). 

Novas funções para snoRNAs foram observadas, como remodelamento da 

cromatina, ação em splicing, regulação da transcrição e tradução, além de serem 
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processados e darem origem a snoRNA-derived RNAs (sdRNAs), pequenos 

ncRNAs que desempenham funções semelhantes a miRNAs (BRATKOVIČ; 

ROGELJ, 2014; MARTENS-UZUNOVA; OLVEDY; JENSTER, 2013). A 

expressão aberrante de snoRNAs já foi observada em diversas patologias, como 

doenças cardiovasculares, neurológicas e do desenvolvimento, bem como está 

envolvida no processo tumorigênico (ESTELLER, 2011; MCMAHON; 

CONTRERAS; RUGGERO, 2015). No presente trabalho, 25% dos genes 

diferencialmente expressos em células de meduloblastoma com superexpressão 

de OCT4A eram snoRNAs, sendo que do universo de ncRNAs, 36% 

correspondem a snoRNAs. Em trabalho recente, Martens-Uznova e 

colaboradores (2015) indicaram que aproximadamente um terço dos sncRNAs 

encontrados diferencialmente expressos em câncer de próstata são snoRNAs 

ou produtos de seu processamento (sdRNAs) e que o acúmulo na expressão de 

C/D-sdRNAs está correlacionado com a transformação maligna deste tipo 

tumoral (MARTENS-UZUNOVA et al., 2015).  

Ensaios funcionais evidenciaram o potencial pró e anti-

tumorigênico de snoRNAs em diversos tipos de neoplasias como snoRNA U3 e 

snoRNA U8 em câncer de mama (LANGHENDRIES et al., 2016), SNORA55 em 

câncer de próstata (CREA et al., 2016), SNORD50A/B em melanoma 

(SIPRASHVILI et al., 2016) e SNORD113-1 em carcinoma hepatocelular (XU et 

al., 2014). Em glioblastoma, a diminuição da expressão de SNORD76, um 

snoRNA constantemente correlacionado com agressividade de diversos 

tumores, foi capaz de agir como supressor tumoral ao inibir a proliferação celular, 

clonogenicidade e tumorigênese in vivo (CHEN et al., 2015).  

Dos snoRNAs diferencialmente expressos após a 

superexpressão de OCT4A, apenas uma pequena fração já foi correlacionada 

com prognóstico de pacientes diagnosticados com outros tipos de neoplasias. O 

nível elevado de SNORDC14 já foi descrito como marcador de pior prognóstico 

em carcinoma de células escamosas da laringe (MIRISOLA et al., 2011), 

enquanto que baixos níveis de SNORDC59A, SNORD42, SNORA6, SNORA18 

e SNORA62 foram observados em amostras de próstata (CREA et al., 2016; HO 

et al., 2015). Além disso, alguns snoRNAs favorecem propriedades de CTT, 

principalmente na capacidade de auto-renovação e oncogenicidade de células 
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iniciadoras de tumor em câncer de pulmão (MANNOOR et al., 2014). De forma 

interessante, três dos 36 snoRNAs diferencialmente expressos no presente 

trabalho (SNORA18, SNORA62 e snoRD96A) foram previamente 

correlacionados como componentes de assinatura molecular de células 

iniciadoras de tumor em câncer de pulmão (MANNOOR et al., 2014). 

Dentre os RNAs codificadores de proteína, foram observados 

níveis elevados de NUCLEOSTEMINA (também conhecida como NS ou GNL3) 

após a superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma. 

Coincidentemente, a NUCLEOSTEMINA é uma proteína de localização 

nucleolar e que já foi descrita com funções na auto-renovação de CTE 

(NOMURA et al., 2009; QU; BISHOP, 2012) e células neuroprogenitoras (MENG 

et al., 2013; NOMURA et al., 2009). A superexpressão de GNL3 em células 

somáticas foi capaz de induzir o processo de reprogramação para células iPSCs 

(QU; BISHOP, 2012) e, no câncer, a NUCLEOSTEMINA já foi correlacionada 

com grau elevado de gliomas (MENG et al., 2013), aumento na capacidade de 

geração de tumores (LIN et al., 2010; OKAMOTO et al., 2011; TAMASE et al., 

2009), bem como já foram relatadas alterações na proliferação celular, invasão 

e metástase após a manipulação da expressão de NUCLEOSTEMINA (BAO et 

al., 2015; LIN et al., 2010; OKAMOTO et al., 2011; WU et al., 2015b; YOSHIDA 

et al., 2011).  

Para a avaliação da contribuição de NUCLEOSTEMINA na 

gênese do tumor de mama e sua correlação com o modelo de CTT, Lin e 

colaboradores (2010) utilizaram camundongos transgênicos com predisposição 

ao desenvolvimento de tumor de mama e condicionaram a expressão de GFP à 

região promotora de GNL3. Os autores verificaram que as células iniciadoras do 

tumor expressavam altos níveis de GFP e que a expressão de 

NUCLEOSTEMINA aumentava conforme a progressão tumoral. Além disso, a 

expressão elevada de NUCLEOSTEMINA estava correlacionada com a 

expressão de marcadores típicos de CTT, como CD133 e OCT4, e marcadores 

de progressão tumoral e metástase, como MMP2, MMP9 e CXCL12 (LIN et al., 

2010). Ensaio semelhante foi conduzido por Tamase e colaboradores (2009) em 

tumor do SNC. Em um cérebro normal, as células com expressão aumentada de 

NUCLEOSTEMINA também apresentavam altos níveis de NESTINA, e baixos 
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níveis de TUJ1, indicando o fenótipo neuroprogenitor dessas células. A 

inoculação ortotópica de células NSHi por meio de cirurgia estereotáxica 

demonstrou que células com altos níveis de NUCLEOSTEMINA apresentavam 

maior eficiência na formação de tumor in vivo e maior agressividade tumoral, 

visto que os camundongos sucumbiram precocemente devido as complicações 

provocadas pelo desenvolvimento tumoral. Além disso, foi observada co-

marcação de NUCLEOSTEMINA e marcadores moleculares de invasão tumoral 

em cortes histológicos quando comparados à amostras de camundongos 

submetidos a inoculação de células NSlow (TAMASE et al., 2009). 

No presente trabalho, também foram observadas alterações na 

expressão de outros mRNAs envolvidos com o processamento de rRNA e com 

o processo oncogênico. É o caso de RPSA (SONG et al., 2012), RPL4 (HE et 

al., 2016), DKC1 (LIU et al., 2012) e DDX21 (ZHANG et al., 2014). De forma 

interessante, alterações na expressão de proteínas ribossomais já foram 

sugeridas como assinatura molecular em câncer de pulmão (SBARRATO et al., 

2016) e a diminuição dos níveis de NUCLEOSTEMINA já foi associada a 

manutenção da estrutura nucleolar e estabilidade cromossomal em associação 

com DKC1 e TERT (ROMANOVA et al., 2009). Outro fato intrigante são as 

colaborações de proteínas nucleolares na manutenção do perfil pluripotente de 

CTE e funções no desenvolvimento do SNC. A proteína DKC1 já foi descrita 

como membro de um complexo entre OCT4 e SOX2, favorecendo a expressão 

de snoRNAs (FONG et al., 2014). Além disso, a expressão de proteínas 

ribossomais já foi descrita como componente importante no 

neurodesenvolvimento murino, sendo que a desregulação da expressão de 

riboproteínas estava associada ao desenvolvimento de patologias do SNC, como 

déficit cognitivo e microcefalia (SLOMNICKI et al., 2016). 

Resumidamente, os resultados aqui apresentados indicam que 

a superexpressão de OCT4A favoreceu a aquisição de fenótipo mais agressivo 

por células de meduloblastoma, evidenciados por ensaios funcionais in vitro e in 

vivo. Alterações na expressão de reguladores pós-transcricionais aparentam ser 

um importante mecanismo associado ao ganho de agressividade tumoral, com 

destaque à expressão aberrante de ncRNAs, como lncRNAs, miRNAs e 
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snoRNAs, além de genes codificadores de proteínas associadas a complexos 

ribonucleoproteicos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O desenvolvimento do presente trabalho nos possibilitou 

concluir que: 

 

1. A superexpressão estável de OCT4A foi capaz de alterar 

significativamente propriedades tumorigênicas in vitro de células de 

meduloblastoma humano, tendo sido observado aumento da 

proliferação celular, aumento da capacidade de crescimento 

independente de ancoragem, aumento na capacidade de geração de 

esferas tumorais, diminuição na adesão celular, aumento na 

capacidade de invasão 3D em matriz de hidrogel e alterações de 

resistência a apoptose induzida por cisplatina; 

2. A superexpressão de OCT4A também foi capaz de alterar propriedades 

tumorigênicas de células de meduloblastoma humano in vivo, conforme 

evidenciado pela alteração da cinética de desenvolvimento de tumores 

subcutâneos, geração de tumores com características 

anatomopatológicas de maior agressividade, e aumento da capacidade 

metastática no neuroeixo, em camundongos BALB/c Nude; 

3. Em células de meduloblastoma da linhagem DAOY, os efeitos positivos 

sobre a capacidade de crescimento independente de ancoragem, 

formação de esferas tumorais e tumorigênese in vivo foram 

proporcionalmente maiores conforme o aumento do nível de 

superexpressão de OCT4A; 

4. A superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma humano 

não alterou consistentemente a expressão dos genes SOX2 e LIN28A, 

codificadores de fatores de pluripotência, e a capacidade de 

crescimento em condições de cultivo de CTE. 
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5. Aberrações adicionais no número de cópias cromossômicas foram 

observadas em algumas células de meduloblastoma com 

superexpressão de OCT4A. No entanto, o padrão de ganhos e perdas 

de segmentos cromossômicos variou conforme a linhagem celular e 

não houve correlação consistente com as respectivas alterações de 

expressão gênica global observadas após a superexpressão de 

OCT4A; 

6. A superexpressão de OCT4A em células de meduloblastoma humano 

das linhagens Daoy, D283Med e USP-13-Med foi capaz de alterar, em 

comum, a expressão de um grupo de 141 genes envolvidos com 

propriedades importantes para a iniciação e progressão tumoral como 

crescimento celular e proliferação, movimento celular, metabolismo de 

drogas e morte celular. A maioria desses genes diferencialmente 

expressos não codifica proteínas, sendo principalmente representada 

por genes codificadores de long-non coding RNAs e small nucleolar 

RNAs. 
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8. APÊNDICES 

8.1. APÊNDICE 1 – Aberrações Cromossômicas – Daoy 

Daoy 
Genome: hg19     
Aberration Algorithm: ADM-2     
Threshold: 6.0     
Fuzzy Zero: ON     
GC Correction: OFF     
Centralization (legacy): OFF     

Diploid Peak Centralization: ON    
Manually Reassign Peaks: OFF     
Combine Replicates (Intra Array): ON    

Combine Replicates (Inter Array): OFF    
Array Level Filter: NONE     
Aberration Filter:  ( Minimum Number of Probes for Amplification >= 5 AND Minimum Size (Kb) of Region for 

Amplification >= 0.0 AND Minimum Avg. Absolute Log Ratio for Amplification >= 0.3 ) OR ( Minimum Number of 

Probes for Deletion >= 5 AND Minimum Size (Kb) of Region for Deletion >= 0.0 AND Minimum Avg. Absolute Log 

Ratio for Deletion >= 0.3 ) 

Feature Level Filter: gIsSaturated = true OR rIsSaturated = true OR gIsFeatNonUnifOL = true OR 

rIsFeatNonUnifOL = true OR LogRatio = 0 

Design Level Filter: NONE     
Genomic Boundary: OFF     
Show Flat Intervals: OFF     
Daoy OCT4A Cy3 x Daoy Controle Cy 5          
Chr Citobanda Início Fim Tamanho (pb) Log 2 Ratio 

chr1 p36.33 - p11.2 564424 121322377 120757953 -0.417695 

chr1 p36.32 - p31.3 2712385 62516646 59804261 -0.505761 

chr1 p31.1 72879485 74884406 2004921 -0.758471 

chr1 p31.1 75553689 79518492 3964803 -0.406317 

chr1 p13.3 - p12 108136664 118940584 10803920 -0.600883 

chr1 p13.3 108136664 110888064 2751400 -0.719079 

chr1 q21.2 149041933 149209289 167356 0.644698 

chr1 q44 247234943 247581523 346580 -0.685987 

chr2 p25.3 - p11.1 30341 91906643 91876302 -0.458621 

chr2 p25.3 30341 3186279 3155938 -0.600895 

chr2 p25.3 - p25.1 4234028 9802297 5568269 -0.975067 

chr2 p25.1 9530929 9675325 144396 -1.575579 

chr2 p24.3 - p16.3 13910712 51142908 37232196 -0.551786 

chr2 q13 113859049 114149033 289984 -0.614615 

chr2 q22.1 141891758 142036954 145196 -0.762467 

chr3 p26.3 - p11.1 127520 90247088 90119568 0.327113 

chr3 p25.3 9229981 9436617 206636 0.793271 

chr3 q28 189191240 190052155 860915 -0.610569 

chr4 p16.3 - p11 71552 49052888 48981336 -0.314833 

chr4 p15.1 - p14 28226984 37021563 8794579 -0.542339 
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chr4 q32.2 - q32.3 164470077 165069393 599316 0.590337 

chr6 q12 - q16.1 65423592 96365219 30941627 -0.365684 

chr6 q15 90927089 90995225 68136 -1.194171 

chr6 q22.33 128426960 128554171 127211 0.363992 

chr6 q23.1 130325246 130980667 655421 1.238006 

chr6 q27 165522628 169146744 3624116 -0.312527 

chr7 p22.3 - p22.1 42976 7058843 7015867 -0.333991 

chr7 p22.1 6407281 6777321 370040 -0.654481 

chr7 p13 - p11.2 43602920 57558200 13955280 -0.408574 

chr7 q11.21 - q11.23 62460665 74139390 11678725 -0.566088 

chr7 q11.22 69217572 69803384 585812 -0.826301 

chr8 p23.3 - p12 176814 30182993 30006179 0.415149 

chr8 q24.11 - q24.3 118454531 146294098 27839567 0.344023 

chr8 q24.22 - q24.3 132812388 146121090 13308702 0.45732 

chr9 p21.3 - p21.2 21036673 26746962 5710289 1.044776 

chr9 q34.11 131899913 132130630 230717 1.127093 

chr9 q34.11 - q34.3 132809978 140994780 8184802 -0.416473 

chr10 q25.3 116948124 118110882 1162758 0.355018 

chr11 p15.1 17853233 18124834 271601 0.508604 

chr11 p12 41649854 41944418 294564 0.540504 

chr11 p11.2 46418069 48645948 2227879 0.325821 

chr12 p13.33 - p11.1 204547 34360030 34155483 0.33294 

chr12 q21.2 79689969 80018398 328429 -0.340787 

chr13 q12.11 19544590 19938820 394230 0.40695 

chr13 q21.2 60724914 60911484 186570 -0.376961 

chr15 q21.2 - q21.3 50140086 53173259 3033173 -0.313923 

chr15 q22.31 65490437 66643697 1153260 -0.404706 

chr16 p13.12 - p12.2 13985389 21239607 7254218 -0.302644 

chr18 p11.32 - p11.22 131700 9855325 9723625 0.519494 

chr18 p11.21 11390927 14122521 2731594 0.322408 

chr19 p13.3 266117 3990202 3724085 -0.376143 

chr20 p13 - p12.3 67778 7348849 7281071 -0.823625 

chr20 p12.1 15105985 15549511 443526 -0.566214 

chr20 p11.23 - p11.21 18889484 24178558 5289074 0.359607 

chr21 q11.2 - q21.1 15725818 21769040 6043222 -0.356662 

chrX p22.33 - p22.2 1770348 15941229 14170881 -0.601009 

chrX p22.33 1793480 2665013 871533 -0.338546 

chrY p11.32 11091 119113 108022 -0.760013 

chrY p11.32 - p11.31 431940 2639408 2207468 -0.312704 

chrY p11.31 - p11.2 2650450 9940478 7290028 0.6459 

chrY q11.21 - q11.223 13992304 23969952 9977648 0.374161 

chrY q11.21 - q11.221 14022441 15948750 1926309 0.733936 
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8.2. APÊNDICE 2 – Aberrações Cromossômicas – USP-13-Med 

USP-13-Med 
Genome: hg19     
Aberration Algorithm: ADM-2     
Threshold: 6.0     
Fuzzy Zero: ON     
GC Correction: OFF     
Centralization (legacy): OFF     
Diploid Peak Centralization: ON    
Manually Reassign Peaks: OFF     
Combine Replicates (Intra Array): ON    
Combine Replicates (Inter Array): OFF    
Array Level Filter: NONE     
Aberration Filter:  ( Minimum Number of Probes for Amplification >= 5 AND Minimum Size (Kb) of Region for 

Amplification >= 0.0 AND Minimum Avg. Absolute Log Ratio for Amplification >= 0.3 ) OR ( Minimum Number of 

Probes for Deletion >= 5 AND Minimum Size (Kb) of Region for Deletion >= 0.0 AND Minimum Avg. Absolute Log 

Ratio for Deletion >= 0.3 ) 

Feature Level Filter: gIsSaturated = true OR rIsSaturated = true OR gIsFeatNonUnifOL = true OR 

rIsFeatNonUnifOL = true OR LogRatio = 0 

Design Level Filter: NONE     
Genomic Boundary: OFF     
Show Flat Intervals: OFF     
USP-13-Med OCT4A Cy3 x USP-13-Med Controle Cy5 
      
Chr Citobanda Início Fim Tamanho (pb) Log 2 Ratio 

chr1 p32.3 51241492 51445710 204218 1.175545 

chr4 q22.2 93825108 94091830 266722 1.795175 

chr4 q34.3 178533989 181664887 3130898 1.399088 

chr4 q35.2 187227965 190135453 2907488 1.176348 

chr9 p21.3 20121574 23486509 3364935 1.117925 

chr12 q21.2 77428693 78584019 1155326 1.520183 
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8.3. APÊNDICE 3 – Parâmetros de qualidade de microarranjos de 

expressão gênica 

 

Figura 52 – Avaliação da qualidade dos microarranjos de expressão gênica. (A) Histograma de 

intensidade de sinal das sondas sobrepostas dos microarranjos de expressão gênica em uma distribuição 

normal. (B) Box-plot da razão de cada probe em relação a mediana da intensidade da probe em todos os 

microarranjos de expressão gênica. (C)  Box-plot da razão do sinal de cada probe em relação a mediana 

do sinal da probe em todos os microarranjos de expressão gênica. D = Daoy Controle; DOct = Daoy OCT4A; 

DM = D283Med Controle; DMOct = D283Med OCT4A; U = USP-13-Med Controle; UOct = USP-13-Med 

OCT4A. 
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8.4. APÊNDICE 4 – MvA Plot de microarranjos de expressão gênica 

 (CONTINUA) 
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(CONTINUAÇÃO) 
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(CONCLUSÃO) 

 

Figura 53 – MvA Plot dos microarranjos de expressão gênica. Os gráficos apresentam a magnitude das 

diferenças[log (Sinal Array 1) – log (Sinal Array 2)] x Média do Sinal, para cada probe, e compara um array 

com o outro. 
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8.5. APÊNDICE 5 – Correlação de Pearson de microarranjos de 

expressão gênica 

 

Figura 54 – Gráfico de correlação de Pearson (r2) entre os microarranjos de expressão gênica. D = 

Daoy Controle; DOct = Daoy OCT4A; DM = D283Med Controle; DMOct = D283Med OCT4A; U = USP-13-

Med Controle; UOct = USP-13-Med OCT4A. 
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8.6. APÊNDICE 6 – EFEITOS DA SUPEREXPRESSÃO DE OCT4A 

NA AGRESSIVIDADE DE AT/RT 

A linhagem celular USP-07-Med também foi estabelecida em 

nosso laboratório e obtida em colaboração com o Dr. Hamilton Matushita. A 

amostra foi coletada após ressecção tumoral de um paciente de 13 anos de 

idade, diagnosticado com AT/RT e submetida ao mesmo protocolo de isolamento 

e manutenção utilizado para a linhagem celular USP-13-Med. 

Assim como para as demais linhagens celulares de 

meduloblastoma, foi realizada a superexpressão de OCT4A para a investigação 

dos efeitos deste fator de transcrição na tumorigênese e agressividade de 

AT/RT. A expressão de OCT4A nas células de USP-07-Med, em nível 

transcricional e proteico, bem como sua localização subcelular é apresentada na 

Figura 55. 

Os efeitos da superexpressão de OCT4A foram inicialmente 

avaliados in vitro, por ensaio de crescimento independente de ancoragem e 

capacidade de formação de esferas tumorais. Como é possível observar na 

Figura 56, as células de USP-07-Med apresentaram um aumento na capacidade 

de geração de colônias e esferas tumorais, sendo esses dois parâmetros 

correlacionados com maior tumorigênese e agressividade tumoral. 

Foram avaliados também os efeitos da superexpressão de 

OCT4A na tumorigênese e agressividade in vivo. Para tanto, foram inoculadas 

células USP-07-Med no flanco direito de camundongos BALB/C Nude, de forma 

subcutânea, e avaliada a cinética de crescimento tumoral. A linhagem celular 

estabelecida de AT/RT mostrou-se mais tumorigênica que as demais linhagens 

celulares de meduloblastoma, visto que a latência para crescimento tumoral foi 

inferior para células USP-07-Med (Figura 57A). Assim como observado nas 

diferentes linhagens celulares de meduloblastoma, a superexpressão de OCT4A 

também favoreceu a formação precoce de uma massa tumoral, e os tumores 

derivados apresentaram morfologia macroscópica típica de tumores agressivos 

(Figura 57B), com a presença de áreas hemorrágicas e de necrose. 
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Figura 55 - Superexpressão de OCT4 em linhagem celular de AT/RT. (A) Quantificação da expressão 

do transcrito Oct4A por qRT-PCR. Dados normalizados pela expressão do gene endógeno β-ACTINA e 

apresentados de forma relativa à quantificação em CTE. (B) Avaliação da expressão proteica de OCT4A 

avaliada por Western Blot. (C) Avaliação da expressão proteica de OCT4A e sua localização subcelular, 

avaliada por imunofluorescência, em linhagem celular de AT/RT após superexpressão de OCT4A. O núcleo 

foi marcado com DAPI (Azul) e OCT4A marcado com anticorpo secundário conjugado com Cy3 (Vermelho). 
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Figura 56 - Capacidade de crescimento independente de ancoragem e geração de esferas tumorais 

são afetadas após superexpressão de OCT4A em células de AT/RT. (A) Número total de colônias com 

diâmetro superior a 50 µm obtidas após 15 dias de crescimento independente de ancoragem. (B) 

Fotomicrografias representativas de colônias obtidas após 15 dias de crescimento independente de 

ancoragem. Barra: 1.000 µm. (C) Número total de esferas tumorais com diâmetro superior a 50 µm obtidas 

após 7 dias de cultivo em condições de enriquecimento de células neuroprogenitoras/esferas tumorais. *** 

p<0,001. (D) Fotomicrografias representativas de esferas tumorais obtidas após 7 dias de cultivo em 

condições de enriquecimento de células neuroprogenitoras/esferas tumorais. Barra: 400 µm. OCT4A: 

células tumorais com superexpressão de OCT4A; Controle: células tumorais com expressão basal de 

OCT4A. Significância Estatística: **p<0,01, ***p<0,001. 

 

Figura 57 - Superexpressão de OCT4A favorece o crescimento tumoral de células de AT/RT. (A) 

Cinética de crescimento tumoral em modelo experimental subcutâneo. Dados representam média ± SEM 

dos volumes tumorais. (B) Fotografia representativas de tumores desenvolvidos por células de AT/RT com 

níveis basais (Controle) ou superexpressão de OCT4A (OCT4A) após 31 dias de inoculação subcutânea. 

Apesar de mais agressivo macroscopicamente, a análise 

histológica indica que a superexpressão de OCT4A não foi capaz de alterar 

características histopatológicas do tumor gerado, visto que ambos os tumores 

(Controle ou com superexpressão de OCT4A) apresentaram morfologia 

semelhante (Figura 58). 
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Figura 58 - Tumores gerados por células de AT/RT com superexpressão de OCT4A apresentam 

histopatologia semelhante a tumores gerados por células de AT/RT com expressão basal de OCT4A. 

Fotomicrografias representativas de cortes histológicos submetidos a procedimento padrão de H.E. em 

diferentes magnificações. 

 

Foi realizado também o ensaio de metástase in vivo por meio de 

inoculação de células de AT/RT (USP-07-Med) no ventrículo lateral direito de 

camundongos BALB/C Nude. Todos os animais desenvolveram sintomas 

clínicos, de forma mais agressiva e precoce em relação a todas as outras 

linhagens celulares de meduloblastoma utilizadas no presente trabalho. A 

superexpressão de OCT4A, no entanto, não foi capaz de alterar 

significativamente a capacidade metastática de células de AT/RT (Tabela 12). 

Os sintomas clínicos foram extremamente severos, sendo então necessária a 

eutanásia dos animais após um curto período de tempo visto a manifestação dos 
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sintomas clínicos (comportamento agressivo com os demais animais da gaiola, 

autoflagelação, perda de peso excessiva e/ou ataxia). 

Tabela 12 - Parâmetros clínicos e histopatológicos de camundongos BALB/C Nude inoculados 

ortotopicamente para ensaio in vivo de metástase de AT/RT 

 USP-07-Med 

 Controle OCT4A 

No de animais com sintomas clínicos 3/3 4/4 

Dias para o surgimento dos sintomas clínicos 28,0 ± 1,0 26,0 ± 1,4* 

Dias para Eutanásia 30,7 ± 0,57 29,2 ± 1,71 

No de animais com M2 1/3 1/4 

No de animais com M3 2/3 3/4 

*M2 e M3 correspondem ao sistema de estadiamento de metástase proposto por Chang (1989) 

A análise histológica de encéfalos de camundongos submetidos 

ao ensaio de metástase in vivo indica que tumores gerados por células de AT/RT 

com superexpressão de OCT4A apresentam maior heterogeneidade tumoral, 

observado por regiões nodulares com alta densidade celular, enquanto que 

tumores gerados por células de AT/RT controle apresentaram um perfil 

histológico mais homogêneo (Figura 59). 

 

Figura 59 - Tumores com superexpressão de OCT4A apresentam histopatologia heterogênea. 

Fotomicrografias representativas de encéfalos de camundongos BALB/C Nude em diferentes 

magnificações. Os cortes histológicos apresentam os tumores derivados de células de AT/RT humano após 

ensaio de metástase. 
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