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RESUMO 
 
CHAGAS, P. F. “Gene Musashi-1 em Meduloblastoma de Grupo 3 e 4”. 2021, 159 p. Tese 

de Doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, SP, Brasil, 2021. 

 

Os Grupos 3 e 4 são os subgrupos moleculares de meduloblastoma (MB) que apresentam altas 
taxas de disseminação leptomeníngea e maior frequência ao diagnóstico, respectivamente. Por 
conseguinte, são considerados, em conjunto, os mais mortais dos subtipos de MB. Até a 
presente data, é notado uma escassez de biomarcadores e caracterizações de vias de sinalização 
celular associadas a biogênese destes tumores. Todavia, embora seja descrito que a via Notch 
encontra-se alterada em MBs de Grupos 3 e 4, as principais causas desta desregulação 
permanecem desconhecidas. A proteína de ligação ao RNA Musashi-1 (MSI1), é um regulador 
da expressão gênica à nível pós-transcricional, descrito como marcador de célula-tronco neural, 
biomarcador de pior prognóstico e/ou promissor alvo terapêutico em diversos cânceres. 
Ademais, é reconhecido que MSI1 pode realizar cross-talks com moléculas da via de 
sinalização celular Notch. Neste estudo, foi investigado o papel biológico e funcional de MSI1 
na carcinogênese de MBs Grupos 3 e 4 in vitro. Em adição, foi avaliado seu papel como efetor 
de cross-talks com a via Notch. Inicialmente, foi avaliado o perfil da expressão gênica e proteica 
de MSI1 por qRT-PCR e imunohistoquímica em nossa coorte de pacientes pediátricos com MB, 
e por análises in silico utilizando os valores de expressão de banco de dados públicos de 
amostras de MBs pediátricos. Em seguida, foi realizado o knockdown de MSI1 por shRNA na 
linhagem celular D283 Med (MB Grupo 3 e 4), sendo estas células utilizadas para os ensaios 
funcionais combinado ao tratamento com cisplatina, e para o sequenciamento de RNA. Foi 
identificado a hiperexpressão de MSI1 nos MBs de Grupos 3 e 4. Posteriormente, o knockdown 
de MSI1 induziu uma diminuição da expressão de p21, atenuou a viabilidade celular, promoveu 
a quimiosensibilidade celular frente ao tratamento com cisplatina e aumentou a taxa de apoptose 
das células D283 Med. Interessantemente, foi observado um aumento da expressão gênica e 
proteica de Notch-1 após o knockdown de MSI1. Ademais, as análises de enriquecimento de 
vias demonstraram o impacto do silenciamento gênico e proteico de MSI1 na alteração de 
importantes processos associados aos principais hallmarks do câncer. Em conclusão, os 
resultados do presente estudo são os primeiros a demonstrar que MSI1 além de ser um promissor 
biomarcador de diagnóstico para os MBs de Grupos 3 e 4, atua também na modulação da 
expressão de genes chave da via Notch nestes tumores subgrupo-específico. Além disso, o 
knockdown de MSI1 combinado ao tratamento com cisplatina pode oferecer uma estratégia em 
potencial para pesquisas futuras de terapia individualizada para os pacientes diagnosticados 
com MBs de Grupos 3 e 4. 
 
 
 
Palavras-chave: Grupo 3; Grupo 4; Meduloblastoma; Proteína de ligação de RNA; MSI1.
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ABSTRACT 
 

CHAGAS, P.F. “Musashi-1 gene in Group 3 and 4 Medulloblastomas”. 2021, 159 p. Tese 

(Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, SP, Brasil, 2021. 

 

Groups 3 and 4 are the molecular subgroups of medulloblastoma (MB) that have the highest 
rates of leptomeningeal spread and frequency of diagnosis, respectively. Therefore, they are 
considered the deadliest subgroups. To date, it is noted a scarcity of biomarkers and 
characterizations of cell signaling pathways associated with the biogenesis of these tumors. 
However, although the Notch pathway has been reported to be altered in MBs from Groups 3 
and 4, the main causes of this dysregulation remain unclear. The RNA binding protein Musashi-
1 (MSI1) is a regulator of gene expression at the post-transcriptional level, described as a neural 
stem cell marker, a biomarker of worse prognosis and/or a promising therapeutic target in 
several cancers. Furthermore, it is recognized that MSI1 can cross-talk with molecules of the 
Notch cell signaling pathway. Initially, we evaluated the gene and protein expression profile of 
MSI1 by qRT-PCR and immunohistochemistry in our cohort of pediatric patients with MB, and 
by in silico analyzes using expression values from a public dataset of pediatric MB samples. 
Then, MSI1 knockdown was performed by shRNA in the D283 Med cell line (MB Group 3 and 
4), and these cells were used for functional assays in combination with cisplatin treatment, and 
RNA sequencing. An overexpression of MSI1 was identified in MBs of Groups 3 and 4. 
Subsequently, MSI1 knockdown induced a decrease in p21 expression, attenuated cell viability, 
promoted cell chemosensitivity against cisplatin treatment and increased the apoptosis rate of 
D283 Med cells. Interestingly, an increase of Notch-1 gene and protein expression were 
observed after the knockdown of MSI1. Furthermore, pathway enrichment analyzes 
demonstrated the impact of MSI1 gene and protein silencing in altering important processes 
associated with the main hallmarks of cancer. In conclusion, the results of the present study are 
the first to demonstrate that MSI1 is not only a promising diagnostic biomarker for MBs from 
Groups 3 and 4, but also modulates the expression of key genes of the Notch pathway in these 
subgroup-specific tumors. Furthermore, the MSI1 knockdown combined with cisplatin 
treatment may offer a potential strategy for future research into individualized therapy for 
patients diagnosed with Group 3 and 4 MBs. 

 

Keywords: Group 3; Group 4; Medulloblastoma; RNA binding protein; MSI1.
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer 
 

“O câncer é uma doença tão antiga quanto a raça humana!”, defendem os pesquisadores 

que identificaram a presença de tumores malignos em animais que viveram em tempos pré-

históricos, como por exemplo, a ocorrência de Osteossarcoma no Hadrossauro - “dinossauro 

bico de pato” (Rothschild et al., 2003; Mitrus et al., 2012). No entanto, no início do século XIX, 

foi encontrado no papiro de Edwin Smith, um texto de medicina da antiguidade egípcia datado 

em aproximadamente 1.600 anos antes de cristo (a.C), um dos primeiros relatos sobre uma 

doença grave e sem cura, que nos tempos atuais seria caracterizada como câncer de mama 

(Capasso and Mariani Costantini, 1994). 

Se migrarmos do Egito para a Grécia, nos deparamos com uma mistura de arte e ciência, 

e uma revolução na história da medicina que foi realizada pelos próprios gregos. Considerado 

pai da medicina, Hipócrates (460-375 a.C), foi um dos primeiros a questionar as principais 

superstições a respeito da origem do câncer, e começou a propor que o câncer em si, ocorria 

por causas naturais e promoveu uma abordagem racional da medicina (Galmarini, 2020). 

Hipócrates acreditava que o câncer se desenvolvia através do desequilíbrio entre um dos quatro 

humores do corpo, sendo estes: sangue, catarro, bile amarela e negra, e que cada um destes 

humores estaria conectado a um respectivo conjunto de órgãos e funções (Mitrus et al., 2012). 

Consequentemente, Hipócrates começou a tratar destes pacientes acometidos pela doença e 

observou que na maioria das vezes a massa tumoral se apresentava centralizada, e com 

ramificações pulsantes. Portanto, a palavra câncer vem do grego (Καρκίνος / Kakrínos), que 

significa caranguejo, cunhada inicialmente por Hipócrates ao comparar a morfologia do tumor 

as características e movimentos do animal (Hajdu, 2011; Faguet, 2015). 

À face do exposto, o caminho existente dos estudos sobre o câncer, vão desde a época 

de Hipócrates até a era genômica contemporânea, e infelizmente a doença ainda não está 

compreendida em sua totalidade. Todavia, sabe-se atualmente que a carcinogênese é o processo 

de formação do câncer, caracterizado pela influência de vários fatores genéticos e ambientais 

que interagem entre si, sendo que estes fatores podem ser iniciados através da ação de agentes 

biológicos, químicos, radioativos e/ou hormonais  (Peters and Gonzalez, 2018). Estes fatores 

em conjunto, podem comprometer a integridade cromossômica, promovendo mutações 

genéticas que também podem ser herdadas, e por essa razão, o câncer é também considerado 
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uma doença genética (Martincorena and Campbell, 2015). Simultaneamente, estas alterações 

promovem mudanças no microambiente celular e no meio extracelular, consequentemente, 

corroboram para que ocorra os três estágios intrínsecos de formação do tumor: a iniciação, 

promoção e progressão (Cheng et al., 2020). 

Do ponto de vista biológico, é extraordinária a capacidade que a célula tumoral possui 

de assumir vários fenótipos no organismo (Gillet et al., 2013). Logo, são reconhecidos como 

hallmarks, as principais alterações fisiológicas que fornecem uma estrutura lógica para 

compreender as características que permitem que a célula se torne cancerígena (Figura 1A). 

Ademais, vale ressaltar que os tumores, são heterogêneos e compostos por um conjunto de 

células distintas (Figura 1B).  

 

 

Figura 1 - Hallmarks do câncer e células do microambiente tumoral: (A) Características fenotípicas adquiridas 
por uma célula durante os processos de transformação celular e progressão tumoral. (B) células que estão presentes 
no microambiente tumoral. Adaptado de (Hanahan and Weinberg, 2011). 
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O tumor é caracterizado por comprometer a homeostase tecidual local (Arneth, 2019). 

Entretanto, são caracterizados como câncer apenas os tumores (malignos), nos quais suas 

células apresentam um potencial de invadir o tecido subjacente e migrar para outros órgãos ou 

outras partes do corpo (processo conhecido como metástase) (Cheng et al., 2020). Portanto, os 

sinais e sintomas da doença vão depender do seu local de início e progressão (Peters and 

Gonzalez, 2018). 

Por se tratar de uma doença complexa e enigmática, o tratamento do câncer é visto como 

multimodal, o que inclui na grande maioria dos protocolos atuais de tratamento a ressecção 

cirúrgica, quimioterapia e radioterapia que, em conjunto, proporcionam a morte das células 

tumorais principalmente por necrose (Sullivan et al., 2015). Infelizmente, os efeitos colaterais 

destes tratamentos podem ser devastadores.  

O câncer ainda é caracterizado como uma das principais causas de mortalidade em todo 

o globo. Em particular no Brasil, segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), para o triênio 

de 2020-2022 há uma estimativa de 625 mil novos casos de câncer (Siegel et al., 2019). 

Portanto, dentre os vários obstáculos científicos e tecnológicos que ainda precisam ser 

superados, para que sejam obtidos melhores resultados na clínica frente as opções de tratamento 

atuais disponíveis para o câncer, destacam-se: a necessidade de se realizar um diagnóstico 

precoce da doença, bem como reduzir a citotoxicidade dos atuais protocolos  de tratamento 

(Zugazagoitia et al., 2016). Diante desta problemática destaca-se o Meduloblastoma (MB), um 

tumor maligno, multifacetado que acomete o sistema nervoso central (SNC) (Bouffet, 2021). 
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1.2 Meduloblastoma: origem e resgate histórico 
 

 No início do século XX, havia pouco consenso sobre a nosologia das neoplasias da fossa 

posterior. Logo, dois renomados neurocirurgiões e neurofisiologistas da época, Harvey Cushing 

e Percival Bailey, buscaram fornecer uma uniformidade para a classificação de tumores 

cerebelares que eram compostos predominantemente por células-tronco embrionárias 

primitivas (Canale and Longo, 1990; Ferguson and Lesniak, 2005). Em particular, uma destas 

neoplasias foi inicialmente chamada de “Espongioblastoma cerebelli”, pois acreditava-se que 

os espongioblastos, um tipo de célula embrionária com potencial de diferenciação 

'espongioblástica' (isto é, neuroglial) e neuroblástica, seriam as células responsáveis pela 

origem deste tumor que se desenvolvia na região cerebelar (Rutka and Hoffman, 1996). 

 Não obstante, Cushing e Bailey abandonaram este conceito inicial e durante a 50ª 

Reunião Anual da American Neurological Association, em 1925, cunharam o termo 

“Meduloblastoma Cerebelli”, ao aceitar a hipótese de que seriam os meduloblastos, um tipo de 

célula-tronco presente no tubo neural primitivo descrito por Alfred Shaper em 1897, os 

responsáveis pela origem deste “pequeno tumor de células azuis” que se desenvolvia no 

cerebelo (Ingraham et al., 1948; Shonka et al., 2012). Porém, o nome “Meduloblastoma” foi 

cunhado por Cushing em 1930, e utilizado posteriormente em todo o mundo por gerações 

subsequentes de neuropatologistas e neurocirurgiões.  

A princípio, era observado no MB que as células granulares da camada externa do 

cerebelo apresentavam processos de diferenciação e proliferação celular comprometidos 

(Canale and Longo, 1990). Entretanto, o progresso na histogênese deste câncer veio do 

reconhecimento de que certas características das células presentes no microambiente tumoral 

se assemelhavam às células neuroepiteliais primitivas encontradas dentro do tubo neural em 

desenvolvimento no início da neuroembriogênese (Rorke, 1983). Curiosamente, foi ainda 

observado que estas células primitivas que estão presentes em todo córtex cerebelar no 

nascimento, desapareciam gradualmente durante o primeiro ano de vida, dando origem a uma 

das primeiras hipóteses iniciais do porquê o MB ocorria predominantemente em pacientes 

pediátricos (Park et al., 1983). 

O impacto dessas informações iniciais sobre a carcinogênese do MB, em conjunto com 

vários casos clínicos da doença tratados por Cushing, fez com que os primeiros protocolos 

iniciais de tratamento fossem estruturados, levando em consideração os aspectos 

epidemiológicos, clínicos e patológicos da doença (Ingraham et al., 1948). Como primeira 
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abordagem de tratamento era realizado a ressecção total ou parcial do tumor. Ademais, sessões 

de radioterapia crânio-espinhal eram corriqueiramente utilizadas (Ingraham et al., 1948). A 

prática destes protocolos iniciais de tratamento em rotina clínica prolongava significativamente 

a sobrevivência dos pacientes em 60-65%, acompanhados em 3 anos (Paterson and Farr, 1953). 

Ao início da década de 1960, foi necessário realizar o aprimoramento dos critérios de 

estratificação dos pacientes dentro de grupos de risco, principalmente na busca de minimizar as 

sequelas endócrinas e cognitivas observadas nos sobreviventes, o que começou a ser associado 

ao alto índice de irradiação utilizado nos protocolos iniciais de tratamento (Faust et al., 1970). 

Dentre as sequelas decorrentes do tratamento do MB destacavam-se: o mutismo cerebelar, 

transtornos de personalidade, déficit cognitivo e deterioração intelectual, o que impactava 

significativamente na qualidade de vida dos pacientes (Jenkin, 1969). Nesse contexto, a 

quimioterapia surgiu como um tratamento coadjuvante potencialmente útil para os pacientes 

com MB, sendo a cisplatina, vincristina, lomustina e metotrexato os quimioterápicos mais 

utilizados (Loeffler et al., 1988). 

Em 1973, o MB foi caracterizado como um tumor neuroectodérmico primitivo (PNETs), 

e a busca de uma melhor compreensão das variantes histológicas, características morfológicas 

e biológicas da doença, fez com que em 1977 a primeira linhagem celular humana de MB fosse 

estabelecida (MB TE671), e posteriormente utilizada como modelo experimental em diversos 

estudos  (Hart and Earle, 1973; Mcallister et al., 1977). A utilização dos exames de diagnóstico 

por imagem como, por exemplo, a ressonância magnética, trouxe uma contribuição ímpar na 

prática clínica, permitindo a detecção da presença de disseminação leptomeníngea e/ou 

metástases do tumor ao diagnóstico (Packer et al., 1985; Hanigan et al., 1986). Essa prática 

passou então a influenciar diretamente nas decisões de ressecção total ou parcial do tumor como 

primeira abordagem de tratamento (Packer et al., 1984). 

Interessantemente, Evans e colaboradores (1990) foram os primeiros a relatar os 

benefícios da utilização da quimioterapia em conjunto com a radioterapia, em contraste à 

radioterapia isolada (Evans et al., 1990). Além disso, a realização de análises 

anatomopatológicas e imunohistoquímicas (IHQ), consequência do advento da tecnologia de 

anticorpos monoclonais, permitiu um grande avanço para as pesquisas direcionadas ao MB. Em 

conjunto, foi possível identificar não somente os diferentes tipos de células 

primitivas/embrionárias que constituíam a massa tumoral do MB, como também identificar o 

nível metastático (localização e extensão) do tumor (Friedman et al., 1985). 
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Em consonância a estes avanços, consequência da utilização de técnicas rudimentares 

de biologia molecular, destacam-se as primeiras pesquisas que demonstraram o aumento de 

expressão dos oncogenes MYC e MYCN em amostras tumorais de pacientes acometidos pelo 

MB (Rouah et al., 1989; Bigner and Vogelstein, 1990). Essa descoberta se tornou um marco 

histórico no direcionamento e na tomada de decisões para o tratamento do MB, pois, de forma 

intrigante, muitos pesquisadores começaram a observar que a presença da expressão aberrante 

desses genes encontrava-se associado ao pior prognóstico da doença (Wasson et al., 1990; 

Badiali et al., 1991). 

Dado estes avanços, as características como idade do paciente,  presença ou não de 

disseminação leptomeníngea e/ou metástase ao diagnóstico, extensão e o tamanho residual do 

tumor após a intervenção cirúrgica (1 a 1,5cm2/pior prognóstico), começaram a ser consideradas 

como fatores prognósticos cruciais para o processo de estratificação dos pacientes dentro dos 

grupos de risco, visando o direcionamento de protocolos de radiação crânio-espinhal e de 

quimioterapia para o tratamento individualizado (Grabenbauer et al., 1996). Notavelmente, 

com estes novos protocolos de triagem para o diagnóstico e tratamento para o MB, foi possível 

observar uma diminuição de sequelas permanentes, além de promover uma taxa de 65-75% de 

sobrevida aos pacientes (Albright et al., 1996; Packer et al., 1999). 

Entretanto, os mecanismos moleculares intrínsecos aos processos de iniciação e 

progressão do MB, permaneciam como uma incógnita do ponto de vista clínico/científico. 

Portanto, buscando responder estas perguntas, e esclarecer estes mecanismos, modelos animais 

para o estudo do MB começaram a ser utilizados, o que levou a novas descobertas da doença à 

nível molecular (Pomeroy and Sturla, 2003; Gilbertson and Gajjar, 2005). À vista disso, 

pesquisadores, neurocirurgiões e neurocientistas, estariam prestes a enfrentar um novo cenário 

de diagnóstico e tratamento para o MB com a chegada do século XXI: o diagnóstico molecular 

e a terapia gênica. Um marco histórico em consonância com a era das “ômicas” do câncer 

(Gajjar et al., 2004; Carlotti et al., 2008; Ocaña and Pandiella, 2010). 
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1.3 Meduloblastoma no Século XXI: diagnóstico molecular e terapia gênica  
 

Hoje em dia, sabe-se que o cérebro é o principal órgão do SNC, e o cerebelo que é uma 

região do cérebro, tem o início do seu desenvolvimento na fase pré-fetal. A propósito, existem 

duas zonas germinativas distintas responsáveis por originar os neurônios cerebelares. Uma 

dessas regiões é a zona ventricular, a qual é responsável por originar os neurônios 

GABAérgicos que formam, por exemplo, as células de Purkinje (PCs). A segunda região, que 

é denominada lábio rômbico superior, é responsável por originar os neurônios glutamatérgicos 

(células granulares) (Apps and Hawkes, 2009; Adamaszek et al., 2017). Entretanto, o 

desenvolvimento cerebelar continua após o período embrionário, logo, estas células 

supracitadas são responsáveis por formar a camada molecular (CM) externa, a camada 

intermediária, e a camada das células granulares (CCG), que é a mais interna. Em conjunto, 

essas três regiões compõem o cerebelo maduro, o qual é caracterizado por exercer funções 

cruciais para o controle das funções motoras (coordenação, equilíbrio, postura) cognição, 

linguagem e emoção (Bihannic and Ayrault, 2016; Beckinghausen and Sillitoe, 2019). 

À vista do exposto, o MB é um tumor maligno embrionário de origem cerebelar, que 

acomete células percursoras neurais que sofreram rápida e desordenada expansão proliferativa 

durante o desenvolvimento do cerebelo no período embrionário (Figura 2) (Northcott et al., 

2019). O MB representa 20% dentre todos os tumores do SNC diagnosticados na infância, 

sendo então o tumor cerebral pediátrico maligno mais comum, representando 55% dos tumores 

de fossa posterior. O MB é classificado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como Grau 

IV, e apresenta um pico de incidência aos 6-8 anos de idade. Ademais, acomete mais pacientes 

do sexo masculino que feminino (com uma proporção de 1,8: 1 homem: mulher), e possui uma 

incidência de 5 casos em 1 milhão de indivíduos por ano, se tornando uma das principais causas 

de mortalidade e morbidade em neuroncologia pediátrica. Embora menos frequente, acomete 

também pacientes adultos (Northcott et al., 2017; Northcott et al., 2019). 

As principais causas e/ou influências ambientais externas que condicionam o início e 

progressão do MB permanecem uma incógnita até o presente momento. Entretanto, foi proposto 

e aceito que fatores hereditários são os únicos fatores de risco de caráter comprovado (Waszak 

et al., 2018). Neste contexto, destacam-se as condições Mendelianas por consequências de 

mutações presentes da linha germinativa em genes que compõem as vias de sinalização celular, 

que são cruciais por manter o controle dos processos de diferenciação neuronal de células-
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tronco, e que quando desreguladas encontram-se envolvidas na tumorigênese do MB (Xie et 

al., 1997; Paris et al., 2015; Northcott et al., 2019). 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática do início e progressão do MB: Presença de alterações em processos 
celulares iniciais de diferenciação neuronal de células-tronco, que quando desregulados contribuem para o início 
da tumorigênese do MB. Adaptado de (Northcott et al., 2019). 

 

Com o crescimento da massa tumoral, os principais sinais e sintomas clínicos 

observados nos pacientes acometidos pelo MB são -  hipertensão intracraniana, o que pode 

promover vômitos não precedidos de náuseas (vômitos em jato), cefaleia matinal, alterações no 

estado cognitivo do paciente, alterações de equilíbrio e problemas de visão que incluem perda 

e/ou estrabismo (Northcott et al., 2012; Sengupta et al., 2017). Dor nas costas, dificuldades de 

marcha (ataxia) e, raramente, bexiga neurogênica e disfunção intestinal podem também ser 

observados em pacientes acometidos pelo MB (Northcott et al., 2019). 

A estes pacientes exames adicionais de imagem como, por exemplo, ressonância 

magnética de crânio e neuroeixo são realizados a fim de se iniciar o processo de triagem e 

diagnóstico do MB que consiste em: avaliar o tumor primário e rastrear a presença de 

metástases (Ramaswamy et al., 2016). A investigação da presença de metástase é também 

realizada por citologia de fluido cérebro espinhal (para detectar metástases microscópicas), o 

que, consequentemente, permite realizar o estadiamento da doença. A proposta de estadiamento 
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do MB foi inicialmente elaborado por Chang e colaboradores (1969), classificando os pacientes 

em cinco grupos caracterizados por diferentes categorias de metástase (M): M0, M1, M2, M3 

e M4, (Tabela 1) (Chang et al., 1969). 

 

Tabela 1- Definição das categorias de metástases (M) em cinco grupos: de M0 a M4. Sistema 
inicialmente proposto por Chang e colaboradores (1969).  

Categoria Definição 

M0 Tumores que não mostram evidência de metástases através dos exames iniciais de 

ressonância magnética e análise citológica do líquido cefalorraquidiano (LCR) 

M1 Presença de células tumorais microscópicas identificadas através de citologia do LCR 

M2 Presença de metástase intracraniana (no espaço cerebelar ou subaracnoide cerebral 

ou no terceiro ventrículo lateral) através de ressonância magnética 

M3 Presença de metástase na coluna e espaço subaracnóideo 

M4 Presença de metástase fora do eixo cerebroespinhal 

 

 

Entretanto, o diagnóstico definitivo da doença baseia-se na avaliação 

anatomopatológica do material neoplásico proveniente da abordagem cirúrgica, o qual, de 

acordo com sua histologia, classifica o MB em quatro subgrupos distintos: clássico, 

desmoplásico nodular (DN), MB com extensa nodularidade (MBEN) e anaplásico de células 

grandes (ACG) (Figura 3A, B, C e D, respectivamente) (Northcott et al., 2012). 
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Figura 3 - Classificação histopatológica do MB: MB clássico, pequenas células redondas tumorais de cor azul 
densamente celulares em um arranjo sincicial com mitoses frequentes e rosetas de Homer-Wright ocasionais (A), 
MB desmoplásico nodular (B), MB com extensa nodularidade (C) e MB anaplásico de células grandes (D).  
Microfotografias realizadas após coloração de hematoxilina e eosina. Aumento de 40×. Adaptado de (Gupta et al., 
2017). 

 

Após o diagnóstico definitivo do MB, é iniciado a estratificação de risco dos pacientes 

visando o direcionamento terapêutico que é realizado com base na idade do paciente, presença 

ou não de metástase ao diagnóstico, e por último, o grau de ressecção cirúrgica. Portanto, os 

pacientes menores que três anos de idade, que apresentarem metástase ao diagnóstico e/ou 

ressecção incompleta da massa tumoral, são classificados como pacientes de alto risco. Em 

contraste, os pacientes que apresentam quadros clínicos de ressecção completa do tumor, que 

não apresentam metástase ao diagnóstico e que são maiores que três anos, são classificados 

como baixo risco. É importante ressaltar que a média de sobrevida global (SG) em cinco anos 

observada é menor que 70% e entre 70-85% para os pacientes de alto e baixo risco, 

respectivamente (Ramaswamy et al., 2016; Northcott et al., 2019). 

O tratamento multimodal do MB consiste na cirurgia radical (ressecção máxima segura, 

respeitando as margens de segurança do tecido circundante) como abordagem inicial de 

tratamento (Ramaswamy and Taylor, 2017). Adicionalmente, a quimioterapia citotóxica 

(multidrogas) e radioterapia de crânio e coluna (preferencialmente para pacientes com idade 
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superior a 3 anos) com um impulso focal para o local do tumor primário, fazem parte dos 

protocolos atuais de tratamento. Dentre os quimioterápicos utilizados a ciclofosfamida, 

cisplatina, lomustina, carboplatina e vincristina são as principais opções de escolha (Sengupta 

et al., 2017; Northcott et al., 2019). 

Embora menos frequente, a imunoterapia encontra-se atualmente em estudos clínicos 

para se avaliar sua aplicabilidade na prática clínica (Kabir et al., 2020),  como, por exemplo, 

inibidores de checkpoint imunológico na busca de uma melhor resposta do escape da 

imunovigilância tumoral mediada por células T (linfócitos) (NCT02359565 e NCT03173950, 

Ensaios clínicos em fase I e II respectivamente), e a terapia CAR T-cells, que são células T 

geneticamente modificadas que expressam receptores de antígenos quiméricos artificiais 

(CAR) com propriedades de ligação ao antígeno e de ativação de células T (CT03638167 – 

Ensaio clínico em fase I) (Menyhárt and Győrffy, 2020). 

Apesar de o tratamento atual do MB apresentar uma boa taxa de sobrevida e/ou cura, 

infelizmente, são altos os níveis de toxicidade presente, o que resulta em um considerável 

aumento dos efeitos secundários a longo prazo (comorbidades) aos pacientes sobreviventes 

(Northcott et al., 2017). Desta forma, os pacientes podem apresentar sequelas permanentes e/ou 

definitivas como: déficits de crescimento, neurológicos e psicossociais. Além disso, podem 

ocorrer crises convulsivas, perda auditiva, disfunções endócrinas e predisposição a ocorrência 

de neoplasias secundárias (Ramaswamy et al., 2016; Kieffer et al., 2019). 

Aproximadamente 30% dos pacientes sobreviventes podem ainda ir a óbito dada a 

recorrência do MB. Existe um grande potencial de disseminação leptomeníngea e/ou 

metastático das células tumorais provenientes do tumor primário, que ocorre principalmente 

através do líquido cérebro espinhal (Massimino et al., 2016; Garzia et al., 2018). Vale ressaltar 

que metástases e recorrência são as principais barreiras para o sucesso terapêutico, e a recidiva 

da doença é responsável por 95% dos óbitos associadas ao MB. Pacientes que apresentam 

recidiva após receberem radioterapia inicial raramente sobrevivem (taxa de resgate <10%), 

apesar da multiplicidade de opções de tratamento (Sabel et al., 2016). 

Em continuidade, vários grupos de pesquisas começaram a induzir o crescimento 

tumoral do MB em modelos animais, e utilizar de técnicas robustas de análises moleculares 

(transcriptômicas e proteômicas) para melhor compreender os processos carcinogênicos 

intrínsecos de iniciação e progressão da doença (Raffel, 2004). De forma surpreendente, os 

resultados começaram a identificar que importantes genes das vias de sinalizações celulares 
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cruciais para o desenvolvimento cerebelar durante o período embrionário encontravam-se 

mutados e/ou hipo/hiperexpressos. Alguns exemplos correspondem aos genes das vias de 

sinalização celular Sonic Hedgehog (Shh), Wingless (Wnt) e Notch (Hallahan et al., 2004; 

Browd et al., 2006; Dakubo et al., 2006; Coon et al., 2010). 

Portanto, dado o conhecimento que estas vias de sinalização celular também se 

encontravam alteradas em pacientes diagnosticados com MB, em 2012, foi realizada uma 

proposta inicial através de um consenso de que a classificação do MB poderia ser realizada 

conjuntamente de acordo com o seu perfil molecular. Esta ação coordenada visava 

principalmente melhorar o atual cenário frente aos protocolos atuais de estratificação e 

direcionamento terapêutico do MB (Northcott et al., 2011; Taylor et al., 2012). 

Logo, este consenso foi inicialmente incorporado pela OMS, em 2016, e atualizado 

junto a Classification of Tumors of the Central Nervous System (Louis et al., 2016). Portanto, 

o processo de estratificação dos pacientes dentro dos grupos de risco, seria realizado levando 

em consideração não apenas os dados/sintomas clínicos dos pacientes (idade, presença de 

metástase ao diagnóstico e extensão de ressecção cirúrgica), citologia de líquor e resultados de 

exames anatomopatológicos. Começaria a ser utilizado também em rotina clínica, o diagnóstico 

molecular, algo corriqueiramente utilizado até a presente data (Louis et al., 2021). 

Consequentemente, este consenso, que logo foi adotado pelas comunidades de pesquisas 

básicas e clínicas, mudou a maneira de como o MB é estudado no laboratório, diagnosticado e 

tratado na clínica (Northcott et al., 2019). 

Assim sendo, o MB pode ser classificado em quatro principais subgrupos moleculares 

com respectivos subtipos distintos nomeados com as letras Gregas (α, β, γ e δ), levando em 

consideração os dados clínicos dos pacientes, o perfil de metilação do DNA e análises de 

transcriptômica e proteômica (abordagens genômicas integrativas) aplicado a análises de 

bioinformática. Estes subgrupos moleculares são: MB WNT (α e β), MB SHH (α, β, γ e δ), MB 

de Grupo 3 (α, β, γ) e MB de Grupo 4 (α, β, γ), como ilustra a Figura 4 (Cavalli et al., 2017).  
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Figura 4 -  Heterogeneidade molecular do MB: O MB apresenta 4 subgrupos e 12 subtipos moleculares distintos: 
MB WNT (α e β), MB SHH (α, β, γ e δ), MB de Grupo 3 (α, β, γ) e MB de Grupo 4 (α, β, γ). Em cada subgrupo é 
possível observar a porcentagem (%) de diagnóstico/estratificação, e os principais achados clínicos e/ou 
citogenéticos. Classificação realizada através de análises de expressão gênica e metilação de DNA, avaliado em 
(n=763) amostras primárias de MB. Modificado de (Cavalli et al., 2017). 
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1.4 SUBGRUPOS MOLECULARES DO MEDULOBLASTOMA   

 

1.4.1 Meduloblastoma WNT  
 

A proteína Wingless (Wnt) foi identificada inicialmente no tecido da epiderme 

embrionária de Drosophila sp., e caracterizada como uma das principais moléculas da cascata 

de sinalização da via Wnt, que é responsável pela regulação de processos celulares importantes 

nos estágios iniciais do desenvolvimento embrionário (Logan and Nusse, 2004). Em mamíferos 

esta via encontra-se conservada evolutivamente e possui como efetor principal o fator de 

transcrição β-catenina (via canônica), codificado pelo gene CTNNB1, que além de controlar 

processos celulares importantes como diferenciação, divisão e proliferação de células-tronco 

da zona ventricular durante o período embrionário e pós fetal, promove também a manutenção 

da homeostase tecidual cerebelar na fase adulta (Nusse and Clevers, 2017). 

A β-catenina quando acumulada no núcleo celular (consequência da presença de 

mutações somáticas no gene CTNNB1, evidenciado em aproximadamente 90% dos pacientes) 

conduz a hiperativação da via Wnt, e corrobora para o início da proliferação desordenada de 

células-tronco percursoras dos grânulos cerebelares durante o desenvolvimento do cerebelo 

(Koch et al., 2007; Pfaff et al., 2010). Portanto, pacientes diagnosticados com MB que 

apresentam a ativação aberrante desta via são classificados molecularmente como MB WNT 

(Northcott et al., 2019). Ademais, acredita-se que as células progenitoras do lábio rômbico 

inferior do cerebelo podem ser as responsáveis pelo início e progressão deste subgrupo 

molecular de MB (Kawauchi et al., 2012). 

Aproximadamente 9% dos pacientes são classificados como MB WNT, entretanto, 

recentemente foi proposto uma nova subdivisão para este grupo em WNT-α (70%), 

caracterizando os pacientes geralmente mais jovens, e que frequentemente apresentam 

monossomia do cromossomo 6 (exclusão de uma cópia do cromossomo 6 no tumor, o que 

ocorre em aproximadamente 80% dos casos); e WNT-β (30%) que são os casos que acometem 

preferencialmente pacientes adultos (Cavalli et al., 2017). O MB WNT frequentemente 

apresenta histologia clássica, pico de incidência em pacientes de 6-10 anos de idade e acomete 

adolescentes de ambos os sexos, e são raras as metástases evidenciadas ao diagnóstico. O 

subgrupo WNT, dentre todos os subgrupos, é o que apresenta o melhor prognóstico, 

demonstrando uma sobrevida livre de eventos em cinco anos de 95% (Taylor et al., 2012; 

Northcott et al., 2019). 
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1.4.2.1 Meduloblastoma SHH 

Os principais genes da via Sonic Hedgehog (Shh): Hedgehog (HH), Patched (PTC) e 

Smothened (Smo), foram inicialmente identificados em Drosophila sp., e caracterizados como 

genes responsáveis pela manutenção da divisão e proliferação de células-tronco nos estágios 

iniciais da oogênese e neurogênese (Van Den Heuvel and Ingham, 1996). Adicionalmente, foi 

descrito que determinadas funções celulares importantes durante o desenvolvimento deste 

organismo tornavam-se comprometidas quando evidenciado a presença de mutação nestes 

genes (Forbes et al., 1996). 

 A via Shh, através de uma complexa cascata de sinalização, é responsável por controlar 

os processos de diferenciação, divisão e proliferação celular, tanto nos estágios iniciais de 

desenvolvimento, bem como na manutenção do tecido adulto (Motoyama et al., 1998). Nos 

mamíferos são encontrados 3 genes conservados e homólogos ao HH, identificado inicialmente 

em Drosophila sp: Sonic Hedgehog (Shh), responsável pela manutenção dos estágios iniciais 

no desenvolvimento do SNC; Desert hedgehog (Dhh) e Indian Hedgehog (IHH) (Tabin and 

Mcmahon, 1997). 

Por estar fortemente associada ao desenvolvimento cerebelar, a ativação aberrante dessa 

via pode comprometer o processo de diferenciação de células-tronco somáticas e pluripotentes 

no SNC durante o período embrionário (Skoda et al., 2018). À vista disso, pacientes 

diagnosticados com MB que apresentam mutações germinativas ou somática em um ou mais 

genes: PCTH1 (43%), SUFU (10%), SMO (9%) e GLI1-2 (9%), que compõem e 

consequentemente condicionam a hiperativação da via Shh, são classificados molecularmente 

como MB SHH (29% ao diagnóstico). Acredita-se que as células progenitoras de neurônios 

granulares (CPGs) da camada germinativa externa da superfície do cerebelo em 

desenvolvimento podem ser as responsáveis pelo surgimento do MB SHH. E dentre os 

principais achados citogenéticos do MB SHH destacam-se as perdas dos braços longos do 

cromossomo 9 (9q) e 10 (10q) (Northcott et al., 2019). 

O MB SHH apresenta também subtipos distintos: SHH-α (29%) caracterizado pela alta 

frequência de mutação do gene TP53 o que condiciona a um pior prognóstico, SHH-β (16%), 

SHH-γ (21%) e SHH-δ (34%) (Cavalli et al., 2017). A este subgrupo pode-se ainda observar a 

presença de disseminação leptomeníngea e/ou metástase ao diagnóstico, acomete recém-

nascidos/crianças (<3 anos) e adultos de ambos os sexos, e em conjunto, apresentam um 

prognóstico intermediário com sobrevida livre de eventos de 60-80% em 5 anos (Schüller et 
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al., 2008). Vale ressaltar que histologicamente podem ser classificados em grandes células 

anaplásicas ou desmoplásico (Taylor et al., 2012; Cavalli et al., 2017). 

Casos de MB WNT e MB SHH, apresentam uma melhor compreensão das 

anormalidades moleculares dos seus subgrupos e subtipos específicos, o que contribui para um 

processo mais otimizado de estratificação destes pacientes em grupos de risco e o 

desenvolvimento de ensaios clínicos subgrupos-específicos (Robinson et al., 2017; Petrirena et 

al., 2018). A propósito, é observado uma pré-disposição ao desenvolvimento do MB dado a 

presença de algumas síndromes: Síndrome de Turcot, Síndrome de Gorlin, Síndrome de Curry-

Jones e a Síndrome de Li-Fraumeni, principalmente por estes pacientes apresentarem mutações 

em genes da via Wnt ou Shh (Foulkes et al., 2017; Kratz et al., 2017; Carta et al., 2020). Logo, 

a melhor compreensão das informações genéticas nestas duas subclasses de MBs contribuiu, 

nos últimos anos, para um melhor desenvolvimento de protocolos modernos de tratamento, na 

busca de aumentar as taxas de sobrevida dos pacientes, bem como minimizar sequelas de longo 

prazo (Northcott et al., 2017). 

 

1.4.3 MB Grupo 3  
 

Cerca de 19% dos pacientes são diagnosticados com MB Grupo 3, o qual pode ser 

subdividido em: α, β e γ (Cavalli et al., 2017). Existe uma hipótese de que este subgrupo se 

origina de células progenitoras da camada granular externa do cerebelo em desenvolvimento 

(Hovestadt et al., 2019). Destaca-se ainda como o subgrupo de MB mais comumente 

diagnosticado em recém-nascidos e crianças do sexo masculino e quase nunca são observados 

em adultos (pico de diagnóstico 3-5 anos) (Archer et al., 2017). Apresentam uma alta frequência 

de disseminação liquórica (até 50% dos pacientes) e frequentemente apresentam-se como 

anaplásicos de células grandes (Sengupta et al., 2017). Infelizmente, a ausência de 

disseminação metastática não reflete necessariamente em um bom prognóstico. 

Dentre os principais genes evidenciados mutados e/ou hiperexpressos destacam-se: 

OTX2 (3%), SMARCA4 (9%) KBTBD4 (6%), CTDNEP1 (5%) e KMT2D (5%). De forma 

interessante, o fator de transcrição OTX2 tem um papel essencial no desenvolvimento do 

prosencéfalo, rombencéfalo e glândula pineal, e curiosamente, encontra-se como um dos 

principais genes envolvidos na patogênese do MB Grupo 3 (Beby and Lamonerie, 2013; 

Northcott et al., 2019). 

A amplificação de MYC é também evidenciada e utilizada como um dos principais 

critérios de estratificação deste subgrupo, e é observada em aproximadamente 17% dos 



____________________________________________________1. Introdução| 40 
 

pacientes e correlacionada ao pior prognóstico (Remke et al., 2013). Além disso, exibem 

extensa aneuploidia, caracterizada pela frequente presença do isocromossomo 17q (~ 40–50%; 

em que o braço q é duplicado e o braço p é perdido); ganho dos cromossomos 1q e 7; e perda 

dos cromossomos 8, 10q e 16q (Northcott et al., 2019). 

O MB Grupo 3 apresenta o pior prognóstico e é o mais mortal dentre todos os subgrupos 

moleculares com sobrevida global em 5 anos de <60%, e tornou-se para a comunidade científica 

uma grande urgência identificar biomarcadores essenciais para melhor compreender seu início 

e progressão, bem como desenvolver terapias-alvo subgrupo-específica (Menyhárt and 

Győrffy, 2020). 

 

1.4.4 MB Grupo 4  
 

Este é o subgrupo molecular de MB de maior incidência ao diagnóstico (43%), sendo 

classificados em três subtipos: α, β ou γ (Cavalli et al., 2017). É mais comumente diagnosticado 

em pacientes do sexo masculino (a prevalência é três vezes maior em homens do que em 

mulheres), pode apresentar histologia clássica ou anaplásicos de células grandes. Embora seja 

o subgrupo menos compreendido molecularmente, a amplificação do oncogene MYCN (6%) é 

uma molécula chave no processo de estratificação dos pacientes neste subgrupo, sendo 

caracterizada como biomarcador de pior prognóstico (Kool et al., 2012; Menyhárt and Győrffy, 

2020). 

Adicionalmente, alguns genes associados ao processo de diferenciação neuronal (EZH2, 

CDK6, KDM6A, OTX2, FST, PRDM6 e UTX) são frequentemente encontrados amplificados 

e/ou mutados (Northcott et al., 2012). Ademais, evidências recentes suportam a ideia de que as 

células de origem glutamérgica que tiveram os processos de diferenciação e proliferação 

comprometidos corroboram para o início e progressão do MB Grupo 4 (Hovestadt et al., 2019). 

As principais alterações citogenéticas observadas são especialmente ganhos do 

cromossomo 7 (40-50% dos pacientes) e 17q (> 80%) e deleções dos cromossomos 8 (40-50%), 

11 (> 30%) e 17p (> 75%) (Northcott et al., 2019). Aproximadamente 30-40% dos pacientes 

com MB Grupo 4 apresentam-se metastáticos ao diagnóstico, e tendem a apresentar recidiva 

após 5 anos do diagnóstico. Portanto, o MB Grupo 4 apresenta um prognóstico intermediário, 

com taxas de sobrevida global em 5 anos de 75-90% (Remke et al., 2013; Northcott et al., 

2017). 
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1.4.5 MBs Grupos 3 e 4: um desafio clínico contemporâneo  

 

Os MBs de Grupos 3 e 4 apresentam um prognóstico pouco definido na prática clínica. 

Portanto, um dos grandes desafios para os neurocientistas é identificar a verdadeira natureza e 

dissecar à nível molecular a heterogeneidade intratumoral destes subgrupos específicos 

(Northcott et al., 2017). Entretanto, novas propostas de tratamento centralizadas em terapias-

alvo, combinado a utilização de quimioterápicos clássicos (NCT04023669 e NCT03434262) 

para MBs de Grupos 3 e 4 encontram-se em fases iniciais de estudo (Menyhárt and Győrffy, 

2020). 

Embora estas novas propostas sejam promissoras para rotina clínica, é preciso ressaltar 

um enigma existente e ainda não esclarecido para os MBs de Grupos 3 e 4: Qual a principal via 

de sinalização celular constitutivamente envolvida, que poderia ser caracterizada e associada a 

progressão tumoral desses subgrupos em específico? Neste contexto, destaca-se a via de 

sinalização celular Notch, que embora pouco explorada vem se mostrando intrinsicamente 

envolvida na biogênese dos MBs Grupos 3 e 4 (Wang et al., 2017). 

 

1.5 Via de sinalização celular Notch: papel e implicações no câncer 
 

 Os genes envolvidos na cascata de sinalização celular da via Notch, foram inicialmente 

identificados em Drosophila melanogaster, e posteriormente caracterizados como responsáveis 

por manter a regulação da diferenciação, proliferação e apoptose celular. Em mamíferos, os 

principais genes que compõem a via canônica de Notch são: os ligantes Delta-Like 1,3 e 4; 

Jagged 1-2; e os receptores Notch 1-4, ambos proteínas transmembrana que se encontram 

evolutivamente conservados (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Lai, 2004).  

Não obstante, a ativação funcional da via ocorre mediante o contato entre células 

adjacentes, através de um processo complexo de interação (célula-célula) (Shaya et al., 2017). 

Logo, os receptores que apresentam um domínio de ligação específico aos ligantes (ambos se 

encontram na superfície da membrana plasmática celular), se conectam durante o contato 

célula-célula, onde ocorre a primeira clivagem (contato extracelular), sendo o Domínio de 

metalopeptidase ADAM10 (ADAM10) uma das moléculas responsáveis por este processo  

(Bray, 2016). 
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Posteriormente, ocorre a segunda clivagem dentro do domínio transmembrana mediado 

pelo complexo γ-secretase. Após este processo, ocorre a liberação do domínio intracelular dos 

receptores de Notch 1-4, que se translocam para o núcleo celular, e junto a demais moléculas 

criam um complexo ativador transcricional, que interage com a região promotora de genes alvos 

para que ocorra a transcrição (Figura 5) (Gómez-Pinedo et al., 2019). Vale ressaltar que este 

processo de interação entre os ligantes e receptores da via Notch, ocorrem de maneiras distintas 

dependendo do tipo celular (Shaya et al., 2017). 

 

Figura 5 - Regiões de ligação e sítios de clivagem para a ativação da via Notch: Ligantes da via Notch (Delta-
Like 1,3 e 4, verde) se ligam aos receptores Notch (Notch 1-4, roxo) nos sítios de ligação (laranja) na superfície 
celular adjacente, provocando eventos de clivagem proteolítica. O primeiro ocorre através de ADAM10 e o 
segundo por γ-secretase. Logo após, é liberado o domínio intracelular de Notch, que no núcleo interage com fatores 
de transcrição: Mastermind-like (MMA) e CSL, e criam um complexo ativador transcricional de genes alvo. 
Modificado de (Bray, 2016). 

 

 

Frente a estes mecanismos de ativação, a via Notch desempenha papéis críticos em 

muitos processos durante o desenvolvimento embrionário, incluindo a neurogênese (Siebel and 

Lendahl, 2017). Digno de nota, é responsável por realizar a manutenção dos processos de 

divisão celular simétrica e na diferenciação de células-tronco progenitoras neurais durante o 
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desenvolvimento do SNC (Yao et al., 2013). Neste contexto destacam-se os receptores Notch 

1-2, como genes essenciais envolvidos nos processos de diferenciação e proliferação de células 

progenitoras de grânulos cerebelares, que consequentemente são responsáveis por originar o 

cerebelo maduro (Adachi et al., 2021). 

Dado a relevância funcional da via Notch no desenvolvimento, não é surpresa que 

quando desregulada assuma um papel oncogênico ou de supressão tumoral em diversos 

cânceres (Leong and Karsan, 2006; Bolós et al., 2007), principalmente os que acometem o SNC 

como, por exemplo, gliomas (Chowdhury and Sarkar, 2019), astrocitomas (Brandt et al., 2015)  

e ependimomas (De Almeida Magalhães et al., 2020). Na biogênese do MB este cenário não é 

diferente, destacando-se o receptor Notch-1 como um dos principais genes com expressão 

alterada em MBs de Grupos 3 e 4 (Northcott et al., 2017; Kahn et al., 2018; Ballabio et al., 

2021). 

Por exercer esse papel a nível molecular em processos carcinogênicos distintos, novas 

opções de estratégias terapêuticas como, por exemplo, compostos inibidores das moléculas 

responsáveis pelo sítio de clivagem (inibidores químicos de γ-secretase - MK-0752 – 

NCT00106145 , Fase I) foram desenvolvidos (Andersson and Lendahl, 2014; Cui et al., 2015). 

Dentre as principais finalidades destes inibidores destacam-se: o potencial de inibir a 

proliferação, metástase e angiogênese de uma maneira específica para o tipo de célula. 

Infelizmente, como a via celular Notch apresenta um perfil de ativação funcional heterogêneo 

no contexto celular normal e tumoral, fatidicamente, uma porcentagem relativamente pequena 

de pacientes respondem a estas propostas de terapia-alvos (Fouladi et al., 2011; Mccaw et al., 

2021). Logo, destaca-se a necessidade em melhor explorar a viabilidade de incorporar estes 

compostos como tratamento adjuvante, nas atuais estratégias clínicas de tratamento. 

Portanto, dependendo do tipo celular e/ou tumoral, a via Notch tem o potencial de afetar 

uma gama de processos celulares, e tornou-se um desafio compreender os motivos que levam 

esta via a adquirir um potencial oncogênico ou de supressão tumoral. Embora as principais 

causas desta desregulação permanecem inexplicadas até o presente momento, acredita-se que 

moléculas presentes no microambiente celular possam exercer cross-talks e/ou modular após a 

transcrição os genes responsáveis pela manutenção da via canônica, contribuindo para que 

ocorra sua ativação e/ou repressão funcional (Aster et al., 2017). 

Portanto, torna-se promissor identificar novos genes implicados na carcinogênese dos 

MBs de Grupos 3 e 4, que em consonância possam estar envolvidos na modulação da ativação 
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da via Notch, nestes tumores subgrupos-específico. Neste contexto, destaca-se Musashi-1 

(MSI1), um marcador de célula-tronco neural, caracterizado como biomarcador de pior 

prognóstico e/ou promissor alvo terapêutico em diversos tumores sólidos e em neoplasias 

hematopoiéticas (Das Chagas et al., 2020).  

 

1.6 Proteína Musashi 
 

Em 1994, Nakamura e colaboradores estavam investigando quais seriam os principais 

genes envolvidos na manutenção da divisão celular simétrica de células percursoras dos órgãos 

sensoriais de Drosophila sp. Como resultado, identificaram um gene responsável por codificar 

uma proteína de ligação ao RNA (RNA binding protein - RBP), que quando mutado, levava a 

formação de duas hastes na base de uma única cerda do organismo (Figura 6A-D). De forma 

interessante, eles associaram este fenótipo observado a presença de duas espadas, algo que era 

utilizado como a principal técnica de batalha por um grande espadachim da cultura oriental, 

Miyamoto Musashi, um dos maiores samurais da história do Japão. Portanto, esta proteína 

recebeu o nome de Musashi (MSI) em sua homenagem (Nakamura et al., 1994). 

Em mamíferos, MSI possui duas isoformas evolutivamente conservadas: Musashi-1 

(MSI1) e Musashi-2 (MSI2), que possuem 90% de homologia, e apresentam um perfil de 

expressão gênica distinto dependendo do contexto celular (Sakakibara et al., 1996; Sakakibara 

et al., 2001). Em particular, durante o neurodesenvolvimento, MSI1 é altamente expresso pelas 

células-tronco progenitoras neurais, sendo crucial para a formação do tubo neural e 

desenvolvimento do SNC durante o período embrionário, consequentemente, MSI1 é 

caracterizado como um biomarcador de célula-tronco neural (Sakakibara et al., 1996; Kaneko 

et al., 2000). 
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Figura 6 - Alterações fenotípicas em Drosophila sp. (A-D) Sensillas examinadas por microscopia eletrônica de 
varredura. Nota: (em artrópodes e alguns outros invertebrados) sensillas são receptores sensoriais simples que 
consiste em uma ou um pequeno grupo de células da cutícula ou epiderme, tipicamente em forma de cabelo ou 
haste. (A-B) imagens do tórax e abdômen normal (wild-type). [mi – microqueta /cerda pequena; ma – macroqueta 
região cefálica/cerda grande]. (C-D) imagens do tórax e abdômen variante (mutante), as setas em cinza indicam a 
presença de duas hastes em uma única cerda, comparado ao fenótipo normal. Adaptado de (Nakamura et al., 1994). 

 

As proteínas RBP’s MSI’s, são também caracterizadas como ribonucleoproteínas 

nucleares heterogêneas (hnRNP) (Sakakibara et al., 2001). Esta classe de proteínas geralmente 

possui um ou mais domínios de ligação ao RNA e pelo menos um outro domínio que auxilia na 

interação proteína-proteína (Han et al., 2010). O reconhecimento das estruturas dos dois 

domínios de ligação das proteínas MSI’s em mamíferos, RNA recognition motifs (RRMs 1-2), 

contribuiu para o esclarecimento dos mecanismos pelos quais estas proteínas regulam a 

expressão gênica (Ohyama et al., 2012; Iwaoka et al., 2017). 

Através de um mecanismo molecular coordenado as proteínas da família MSI realizam 

uma sobreposição com a região não traduzida (3’UTR) de vários RNAs mensageiros alvos e 

modulam a expressão gênica à nível pós-transcricional como, por exemplo, no pré-

processamento do RNA mensageiro (RNAm), durante o splicing alternativo, no 

transporte/localização do RNAm do núcleo para o citoplasma, turnover e tradução do RNAm 

(Okano et al., 2002; Okano et al., 2005; Gerstberger et al., 2014). Consequentemente, são 
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responsáveis por influenciar no bloqueio e/ou na expressão aberrante destes genes (Kudinov et 

al., 2017).  

Os RRMs de MSI1 e MSI2 apresentam uma alta homologia, mas não são idênticos, 

portanto, possuem especificidade distintas nos sítios de ligação (Sakakibara et al., 2001; 

Ohyama et al., 2012). Foi demonstrado através da técnica de RNA Bind-n-Seq, realizada por 

Kartz e colaboradores (2014), que o RRM1 de MSI1, por exemplo, se liga preferencialmente 

em sequências de adenina, uracila e guanina (AUG) presentes região não traduzida (3’UTR) do 

RNAm alvo (Figura 7) (Katz et al., 2014; Lambert et al., 2014). 

Por outro lado, a estrutura do domínio de ligação, a bioquímica e sinalização jusante de 

MSI1 e MSI2 em diferentes contextos celulares, não estão totalmente esclarecidos. Entretanto, 

vale ressaltar que dentre os principais alvos das proteínas MSI’s caracterizados até o presente 

momento, destacam-se os genes responsáveis pelos processos de diferenciação, ciclo, 

proliferação, migração, adesão e morte celular. Por este motivo, são caracterizadas como 

proteínas que desempenham um papel fundamental no destino celular (Kudinov et al., 2017).  

 

 

Figura 7 - Representação esquemática dos domínios de interação molecular de Musashi-1.  RNA recognition 
motifs (RRMs 1-2). AUG/GAUG são domínios de interação molecular para interações com RNA e com outras 
proteínas de ligação a RNA (RBP’s). aminoácidos (aa). Adaptado de (Kudinov et al., 2017). 
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Em contraste, a desregulação da expressão normal das proteínas MSI’s, em células-

tronco comprometem os processos celulares supracitados (reconhecidos como os principais 

hallmarks do câncer), e contribuem para a instabilidade tecidual local. Infelizmente estes fatores 

em conjunto, são caracterizados por originar um processo carcinogênico com fenótipos 

tumorais altamente agressivos (Figura 8A-C) (Fox et al., 2015; Kang et al., 2020). 

Consequentemente, na maioria dos tumores sólidos e em neoplasias hematopoiéticas é 

evidenciado uma expressão aberrante de MSI1 ou MSI2 quando comparado ao tecido normal 

(Figura 8D) (Kharas and Lengner, 2017). 

 

 

Figura 8 - Musashi e sua influência na modulação da auto-renovação em células tronco e no câncer. (A) No 
desenvolvimento tecidual normal, Musashi é altamente expresso pelas células-tronco (roxo escuro). A expressão 
de Musashi diminui em células progenitoras e células diferenciadas (tons mais claros de roxo). (B) Nas fases 
iniciais do desenvolvimento do câncer, os níveis de Musashi aumentam em resposta a mutações oncogênicas, e a 
expressão de Musashi permanece elevada nas células-tronco cancerosas (células vermelhas). O câncer geralmente 
é composto por uma população heterogênea de células, assim, as células-tronco cancerosas podem dar origem a 
mais células-tronco cancerosas (representando o tumor de baixo grau), bem como a populações mais diferenciadas 
(células laranja). O equilíbrio das células cancerosas indiferenciadas e diferenciadas determina o grau e a 
agressividade da doença. (C-D) O aumento do processo de diferenciação e proliferação de células-tronco 
cancerígenas (caracterizada por altos níveis de Musashi) leva a um câncer mais agressivo (alto grau) e de pior 
prognóstico. Adaptado de (Fox et al., 2015). 
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Desse modo, MSI1 e MSI2 são caracterizados como biomarcadores de pior prognóstico 

e/ou potenciais alvos terapêuticos, e se destacaram nas últimas décadas como proteínas RBP’s  

promissoras para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas contra o câncer (Kang et 

al., 2020; Bley et al., 2021). É importante mencionar que abordagens de triagem e modelagem 

de drogas contribuíram para a identificação e síntese de compostos que demonstraram uma 

significativa eficiência no bloqueio da tradução de MSI1 e MSI2, como também para a 

estabilização/bloqueio da ligação das proteínas MSI’s no RNAm. Dentre estes compostos 

destacam-se: o AZA-9 (Lan et al., 2020), (-)-gossypol (Lan et al., 2015) e a Luteolina  (Yi et 

al., 2018). Entretanto, estes compostos encontram-se em testes iniciais junto a pesquisa básica, 

e embora promissores, é reportado junto a literatura alguns efeitos colaterais, como alta 

toxicidade bem como a ligação não específica destes compostos ao RNAm e/ou as proteínas 

MSI’s.  

É crescente na literatura científica trabalhos que buscam caracterizar potenciais alvos 

de MSI1 e MSI2 frente aos principais hallmarks do câncer. Entretanto, pesquisadores ao redor 

do globo continuam tentando decifrar como a expressão aberrante destas proteínas corroboram 

para a transformação maligna de células-tronco. Na busca de fornecer novos insights frente a 

este cenário enigmático, inicialmente através de uma revisão de literatura, nosso grupo 

demonstrou que as proteínas da família MSI podem exercer cross-talks com os principais genes 

(receptores e ligantes) de vias de sinalização celular que são cruciais pela manutenção do 

desenvolvimento embrionário, incluindo a via Notch. Além disso, reportamos os impactos 

destes cross-talks no início e progressão de tumores sólidos e de neoplasias hematopoiéticas 

(Das Chagas et al., 2020). 

Conforme relatado anteriormente, a via Notch, exerce um mecanismo molecular de 

sinalização celular altamente conservado, que é crucial para a manutenção do auto renovação e 

diferenciação de células-tronco embrionárias, e consequentemente, alterações nestes processos 

contribuem para o surgimento de situações patológicas como, por exemplo, o câncer (Bolós et 

al., 2007). Concordante com estes dados, nos últimos anos, pesquisadores demonstraram que a 

via Notch encontra-se desregulada em MBs de Grupos 3 e 4, destacando o receptor Notch-1 

como um dos principais genes alterados desta via (Kahn et al., 2018; Ballabio et al., 2021), 

entretanto, as principais causas e/ou moléculas responsáveis por influenciar nesta desregulação 

permanecem obscuras até o presente momento. 

Vale ressaltar que MSI1 e os genes chave da cascata de sinalização de Notch, são 

moléculas dependentes de interação no microambiente celular bem como da densidade celular 
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e do contato célula-célula, e estudos que buscam caracterizar estas interações no microambiente 

celular tumoral tornam-se necessários. Surpreendentemente, não há relatos na literatura que 

buscam explorar e caracterizar MSI1 como efetor de cross-talks na via Notch, e em consonância 

investigar seu papel biológico e/ou funcional na etiologia dos MBs de Grupos 3 e 4. 
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2. HIPÓTESE 
 
 

Este projeto se baseia na hipótese de que o MSI1 está hiperexpresso em MBs de Grupos 

3 e 4, modulando a expressão gênica de Notch-1 de modo a contribuir para a presença de um 

fenótipo tumoral mais agressivo, através de mecanismos proliferativos, anti-apoptóticos e 

quimioresistentes. 

 

 

Figura 9 - Hiperexpressão de MSI1 e modulação de genes alvos. Aumento transcricional de MSI1 no núcleo da 
célula tumoral. A hiperexpressão aberrante deste gene (MSI1) faz com que sua proteína (MSI1) se acumule no 
citoplasma e module a expressão de genes alvos à nível pós-transcricional, como por exemplo, a expressão de 
Notch-1, impedindo a ativação funcional deste receptor. Fonte: Do Autor. Criado com o BioRender.com 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 
 

Investigar o papel do gene MSI1 nos processos envolvidos na tumorigênese de MBs de 

Grupos 3 e 4. 

 

3.2 Objetivos Específicos 
 

1. Caracterizar o perfil de expressão de MSI1 nos subgrupos moleculares de MBs (in-house 

cohort) e identificar padrões de expressão de relevância clínica. 

2. Aferir o perfil de expressão gênica e proteica de MSI1 em linhagens de MB de Grupo 3 

e 4. 

3. Avaliar os efeitos funcionais do knockdown de MSI1 associado ou não ao tratamento 

com cisplatina em MB de Grupo 3 e 4 in vitro. 

4. Caracterizar os processos biológicos e vias moleculares moduladas após o knockdown 

de MSI1 em linhagem de MB Grupo 3 e 4 por meio de sequenciamento de RNA, e 

realizar validações de alvos preditos por qRT-PCR e Western Blot. 
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Figura 10 - Fluxograma do delineamento experimental do presente estudo com base nos objetivos específicos (OE) propostos no item 3.2 (p.53). 
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5. METODOLOGIA 

5.1 Casuística  
 

Foram incluídos para análise  deste estudo um total de 59 amostras de pacientes 

pediátricos (0-19 anos) diagnosticados com MBs, provenientes de dois institutos/centros de 

tratamento brasileiros: Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – 

Universidade de São Paulo (HCFMRP/USP), e Centro Infantil Boldrini, Campinas (CIB). 

Todas as amostras tumorais coletadas, imediatamente, após ressecção cirúrgica foram 

congeladas e armazenadas em nitrogênio líquido e, tiveram os diagnósticos revisados e 

confirmados pelos Departamentos de Patologia das respectivas instituições e 

microdissecadas. Posteriormente, estas amostras foram classificadas molecularmente pelo 

nosso grupo de pesquisa como MB WNT (n = 15), MB SHH (n = 18), MB Grupo 3 (n = 9) 

e MB Grupo 4 (n = 17) (Cruzeiro et al., 2019). Do total de amostras, oito casos haviam 

disponíveis blocos de tecido incluídos em parafina e foram utilizados para análise e 

caracterização de MSI1 por imunohistoquímica (IHQ). Adicionalmente, cinco amostras de 

cerebelos não-neoplásicos (provenientes de necrópsia) foram utilizadas como controle.  

Das 59 amostras, 19 casos apresentaram recidiva. Entretanto foram utilizadas somente 

as amostras dos tumores primários para este estudo. Trinta e cinco crianças eram do sexo 

masculino e 24 do sexo feminino, e 13 tinham menos de 3 anos de idade no momento do 

diagnóstico. Trinta e oito pacientes tiveram ressecção parcial e 19 ressecção total do tumor. 

Vinte pacientes apresentaram metástases ao diagnóstico, e 18/20 destes casos foram 

associados a quadros de alto risco. As características clínico-patológicas e a classificação 

molecular da referida coorte encontram-se listados na Figura 11. 
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Figura 11- Características clínicas e moleculares dos pacientes pediátricos diagnosticados com MB em nossa coorte.



_____________________________________________________5. Metodologia| 59 
 

 

Este estudo faz parte do projeto Projeto Temático (Processo FAPESP nº: 2014/20341-

0) “Interação entre alvos terapêuticos emergentes e vias de desenvolvimento associadas à 

tumorigênese: ênfase em neoplasias da criança e do adolescente”, que foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa (CEP) do HCFMRP/USP, nº Proc. 15509/2016; CAAE: 

37206114.1.0000.5440 (Anexo I); Banco de Tumores do Laboratório de Biologia Molecular 

do CIB (aprovado pelo CEP da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp – reunião dia 

17/02/09). Ademais, a proposta deste projeto de pesquisa em particular foi também aprovada 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HC / FMRP-USP. Número de aprovação: CAAE: 

39356920.0.0000.5440 (ANEXO II). 

 

5.2 Linhagens celulares e condições de cultura 
 

Foram utilizadas neste estudo as linhagens celulares de MB pediátricas D283 Med 

(ATCC HTB-185) e USP-13-MED, gentilmente, cedida pelo Prof. Dr. Oswaldo Keith 

Okamoto, do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo - SP. A linhagem D283 

Med, foi imortalizada de um paciente masculino de seis anos de idade, e a USP-13-MED de um 

paciente masculino de três anos de idade. Ambas classificadas molecularmente como MB de 

Grupo 3 e 4 (Friedman et al., 1985; Silva et al., 2016). Ademais, também foi utilizado células 

de rim embrionário humano 293 (HEK93T) (ATCC CRL-1573).   

As linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM/F12 com 100mg/ml de 

estreptomicina, 100 U/ml de penicilina, e 10% de soro bovino fetal (SBF) em atmosfera úmida 

contendo 5% CO2 a 37ºC. A autenticação das mesmas foi conduzida no Laboratório de Genética 

Bioquímica da FMRP-USP, sob responsabilidade do Prof. Dr. Aguinaldo Luiz Simões, pela 

metodologia de STR (Short Tandem Repeat). Os resultados obtidos foram comparados com os 

perfis disponibilizados pela American Type Culture Collection (ATCC) em seu website e 

atestaram a compatibilidade das linhagens, segundo as diretrizes estabelecidas pela ATCC.  
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5.3 Análise da Expressão Gênica 
 

5.3.1 Extração de RNA e síntese de cDNA 
 

 O RNA total das amostras e linhagens celulares, foi extraído utilizando o reagente 

Trizol (Invitrogen Inc, Carlsbad, EUA) ou AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit (QIAGEN, 

Hilden, Alemanha), seguindo as especificações dos fabricantes. As concentrações foram 

determinadas pela leitura de espectrofotômetro em comprimento de onda de 260/280nm no 

aparelho de ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop 1000 Technologies, Wilmington, DE, 

EUA) e armazenados em freezer –80°C. Razões que variavam de 1,8 a 2,0 foram consideradas 

satisfatórias para o grau de pureza do RNA. A reação de transcrição reserva para a síntese da 

fita de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 500ng de RNA total por meio do 

kit High Capacity (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo com instruções do 

fabricante.  

 

5.3.2 PCR em Tempo Real (qRT-PCR)  
 

A análise da expressão gênica foi realizada a partir da técnica de PCR em tempo real 

quantitativo (qRT-PCR) utilizando o equipamento ABI PRISMTM 7500 Sequence Detection 

Systems (PE Applied Biosystems). Para análise dos RNAs mensageiros alvos foram utilizados 

as sondas MSI1 (Hs01045894_m1) e Notch-1 (Hs01062014_m1). Como controle endógeno 

utilizamos as sondas HPRT (4326321e) e GUS (Hs00939627_m1). A quantificação relativa da 

expressão foi determinada empregando o método 2 -ΔΔCT (Livak and Schmittgen, 2001), onde 

o ΔCT = CT de genes alvo – média geométrica dos dois genes de referência. Como calibrador 

foi utilizado uma linhagem comercial de cerebelo. 

 

5.4 Análise da Expressão Proteica 
 

5.4.1 Western Blot 
 

A expressão proteica das linhagens celulares foi realizada através da metodologia de 

Western Blot. O reagente RIPA Lysis and Extraction Buffer® (Pierce Biotechology, IL, EUA), 

foi utilizado para extração de proteínas de acordo com as instruções do fabricante. Para a análise 

proteica, 40 μg de cada amostra foram separadas por eletroforese SDS-PAGE. Em seguida, as 
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proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas em TBST 1% 

contendo 5% de solução bloqueadora (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) 

por 1 hora, em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram incubadas 

overnight a 4ºC com o anticorpo primário da proteína de interesse, diluído de acordo com as 

instruções do fabricante. A lista dos anticorpos utilizados neste estudo está descrita na Tabela 

2. Em seguida, foram incubadas com o anticorpo secundário por 1 hora à temperatura ambiente. 

O anticorpo secundário foi visualizado através da utilização do Kit ECLTM Western Blot 

Analysis System (Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). A quantificação relativa 

da expressão proteica foi determinada pelo software ImageJ 1.52a National Institutes of Health 

(NIH) usando como controle endógeno o anticorpo anti-GAPDH (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Lista de anticorpos primários. 

Anticorpo Código Especificações Empresa 

GAPDH Sc-47724 Mouse Monoclonal Santa Cruz Biotechnology 

Musashi-1 D46A8 Rabbit monoclonal Cell Signaling 

Notch-1 EP1238Y Rabbit Monoclonal Abcam 

p21 #2947 Rabbit Monoclonal Cell Signaling 

p27 D69C12 Rabbit Monoclonal Cell Signaling 

 

 

5.4.2 Imunohistoquímica 
 

No total, oito amostras de biópsias de MBs previamente classificadas molecularmente, 

encontravam-se disponíveis para a reação de IHQ em cortes histológicos de 4μm de espessura. 

Após completa desparafinização e posterior hidratação, os cortes foram submetidos à 

recuperação antigênica em tampão citrato de sódio (pH 6,0). O sistema de detecção utilizado 

foi o polímero REVEAL Polyvalent HPR-DAB Detection System (Spring Bioscience, Canada 

Customers, US), seguindo as recomendações do fabricante. O anticorpo primário utilizado foi 

o anti-Musashi-1 ([Musashi-1 (D46A8) Rabbit mAb #5663], Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, diluição 1/70), devidamente diluído com BSA 1% e incubado overnight. Por 

último, foi realizada a imunomarcação com o cromógeno 3,3’-Diaminobenzidina (DAB) e as 

lâminas contra coradas com Hematoxilina de Harris.
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Uma amostra de córtex cerebral foi selecionada como controle positivo para MSI1. Os 

padrões de imunomarcação foram analisados por um neuropatologista experiente (F.P.S; 

FMRP-USP), considerando como células positivas aquelas com coloração citoplasmática e/ou 

nuclear para MSI1. As células positivas foram analisadas de acordo com a porcentagem de 

células tumorais com marcação citoplasmática e/ou nuclear para MSI1: + (<25%), ++ (<25-

50%), +++ (<50-75%) e ++++ (<75-100%). Adicionalmente, foi avaliado a intensidade de 

imunomarcação nas células tumorais, consideradas como: fraca (+) ou forte (+ +). As imagens 

dos casos representativos foram capturadas com ampliação de 40× usando o equipamento 

Nikon ECLIPSE 80i. 

 

5.5 Imunofluorescência 
 

Para realização do teste de imunofluorescência, aproximadamente, 25.000 células das 

linhagens celulares D283 Med e USP-13-MED foram plaqueadas e mantidas em meio de 

cultura sob lamínulas. Após a adesão e crescimento celular, as células foram fixadas a 37ºC 

com paraformaldeído 4% diluído em PBS 1X, pH 7.4 durante 15 minutos. Logo após, as 

lamínulas foram lavadas com PBS 1X e permeabilizadas com 0.3% de Trinton-X100 (diluído 

em PBS 1X), por 10 minutos. Repetiu-se a lavagem com PBS 1X, e em seguida, foi realizado 

o bloqueio dos aldeídos livres com 100mM de Glicina (diluída em PBS 1X), por 5 minutos.  

Em seguida, foi realizado o bloqueio de sítios inespecíficos com BSA 2% por 2 horas e 

adicionado o anticorpo primário (Anti-Musashi-1 [Musashi-1 (D46A8) Rabbit mAb #5663], 

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, diluição 1/500) em solução de bloqueio BSA 2% 

por 2 horas. Após a incubação, as lamínulas foram lavadas com PBS 1X e foram adicionados 

os anticorpos secundários (Faloidina – emissão de fluorescência no espectro vermelho; Alexa 

647 e Alexa 488), também diluídos em solução de bloqueio BSA 2% por 1 hora. Para 

finalização, as lamínulas foram recobertas utilizando meio de montagem contendo 4,6 

diamidinofenilinol (DAPI) emissão de fluorescência no espectro azul (Vectashield, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA). O procedimento de digitalização e captura das imagens 

foi realizado utilizando-se o microscópio Leica DM2500 (LeicaBiosystems, Wetzlar, 

Alemanha), bem como software de aquisição de imagem LAS (Leica Biosystems, Wetzlar, 

Alemanha). A intensidade da luz foi padronizada em todas as digitalizações. 
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5.6 Modulação gênica de MSI1 
 

5.6.1 Expansão dos vetores para knockdown 
 

Os vetores shRNA para indução do knockdown de MSI1 (pLV[shRNA]-

EGFP:T2A:Bsd-U6>hMSI1[shRNA#1] e  pLV[shRNA]-EGFP:T2A:Bsd-

U6>hMSI1[shRNA#2]), e o respectivo vetor vazio/puro (pLV[shRNA]-EGFP:T2A:Bsd-

U6>Scramble_shRNA#1) foram construídos e obtidos da empresa Vector Builder 

(https://en.vectorbuilder.com). Os vetores inseridos em bactéria E.coli foram semeados em 

placa com meio LB e ágar suplementado com o antibiótico de seleção ampicilina, overnight a 

37ºC. Em seguida, uma colônia isolada foi selecionada e submetida à expansão clonal em meio 

LB líquido, também suplementado com o antibiótico de seleção, overnight a 37ºC. 

Posteriormente, os plasmídeos foram purificados utilizando o kit “QIAGEN Plasmid Midi Kit” 

(Qiagen®) seguindo as intruções do fabricante. A quantificação e a pureza foram avaliadas pelo 

aparelho de ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop 1000 Technologies, Wilmington, DE, 

EUA). 

 

5.6.2 Produção das partículas lentivirais 
 

  As partículas lentivirais foram produzidas na linhagem celular HEK293T. Portanto, 

foram semeadas aproximadamente 1,5x106 células em garrafas de 75cm3 e incubadas overnight. 

Posteriormente, as células foram transfectadas com uma solução composta por meio DMEM, 

agente de transfecção (FuGENE® HD, PRomega Corporation, Madson, WI, USA), plasmídeo 

de empacotamento lentiviral (psPAX2, Addgene, #12260), plasmídeo para construção do 

envelope lentiviral (pMD2.G, Addgene, #12259) e os respectivos plasmídeos para o knockdown 

de MSI1 e o vetor puro/vazio. Após 24h, o meio de transfecção foi substituído por meio DMEM 

F12 completo. O meio de cultivo contendo a suspensão lentiviral foi coletado 24 e 48h após a 

transfecção, centrifugado, filtrado em Millex HV 0,45µm low-protein binding (Fisher Scientific 

Millipore) para a retirada de debris celulares e armazenado a -80ºC.

https://en.vectorbuilder.com/
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5.6.3 Transdução da linhagem D283 Med (MB Grupo 3 e 4) com partículas 

lentivirais 

 

A linhagem celular D283 Med foi semeada em placas de 6 poços na concentração de 

4x105 células por poço. No dia seguinte, as células foram transduzidas com a suspensão 

lentiviral (500 µL) contendo os vetores para o knockdown de MSI1 e o vetor vazio, além de 

8µg/mL de polibreno. Após 48h, o meio de transdução foi substituído por meio completo 

suplementado com o antibiótico de seleção blasticidina, na concentração de 10µg/mL até a 

completa seleção das células resistentes. Após seleção e expansão das linhagens, o knockdown 

de MSI1 foi confirmado por qRT-PCR e Western Blot. 

 

5.7 Preparo e tratamento com a droga Cisplatina 
 

Para os ensaios de viabilidade e morte celular a linhagem D283 Med, submetida ao 

knockdown de MSI1, foi tratada com diferentes doses (descritas abaixo) da droga Cisplatina 

(Catalogo Nº1166), previamente diluída em PBS 1X, conforme a recomendação do fabricante. 

A cisplatina é um quimioterápico clássico utilizado na rotina clínica do tratamento de MB e foi 

adquirido pela empresa Selleckchem bioactive compound Expert 

(https://www.selleckchem.com/).  

 

5.8 Ensaios Funcionais 
 

5.8.1 Viabilidade Celular 
 

As linhagens celulares (D283 Med shRNA Knockdowm MSI1 #1 e #2, e D283 Med 

shRNA Scramble), foram semeadas, em placas de 96 poços, na densidade celular de 1-3x103 

células/ poço. Para os experimentos com a droga Cisplatina foram avaliadas as doses de 3µM, 

5µM, 7µM e 10 µM, por 24, 48, 72 e 96 horas. Após os diferentes tempos de tratamento foi 

adicionado 30µL do reagente CellTiter-Glo® (Promega) em temperatura ambiente. A detecção 

pelo CellTiter-Glo® ocorre através do uso da reação de luciferase para medir a quantidade de 

ATP das células viáveis. Em poucos minutos após a perda da integridade da membrana, as 

células perdem a capacidade de sintetizar ATP e as ATPases endógenas destroem qualquer ATP 

remanescente. Após adição do reagente CellTiter Glo® ocorre 3 etapas: 1) lise das membranas 

https://www.selleckchem.com/
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celulares para liberar o ATP; 2) inibição das ATPases endógenas e por último; 3) Fornece 

luciferina, luciferase e outros reagents necessários para medir o ATP usando uma reação 

bioluminescência. A leitura de luminescência foi realizada utilizando o aparelho SpectraMax® 

L Microplate Reader. Os experimentos foram repetidos três vezes em triplicata e os resultados 

expressos como média e desvio padrão e comparados com os resultados das células do controle 

negativo (PBS 1X-veículo da droga).  

Nota: IC50: Para o cálculo do IC50 (dose em que a droga causa a inviabilidade de 50% 

das células) da droga Cisplatina, foi utilizado o software CalcuSyn (Biosoft®, Cambridge, U.K). 

Para cada experimento foram calculados a fração celular afetada após o tratamento com as 

diferentes doses da droga Cisplatina em comparação ao controle no tempo de 72h.  

 

5.8.2 Ensaio de Morte Celular 
 

Para o ensaio de morte celular, 3-5x104 células (D283 Med shRNA Knockdowm MSI1 

#1 e #2, e D283 Med shRNA Scramble) foram semeadas em placas de 6 poços e tratadas com 

a droga Cisplatina na dose de 4.1 µM (menor dose após cálculo IC50) por 72 horas. Após esse 

período, as células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos a 4ºC, lavadas 

com PBS 1X gelado e, em seguida, ressuspendidas em 250 µL de tampão de ligação 1X (BD 

Biosciences Pharmigen, USA). Logo após, as células foram marcadas com 5 µL de Anexina VI 

FITC (BD Biosciences Pharmigen, USA) e 50 µL de solução de Iodeto de Propídeo (PI). As 

células foram analisadas pelo citômetro de fluxo BD FACSCaliburTM (BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA). Foram realizados três experimentos independentes em triplicata e os 

resultados foram expressos como média e desvio padrão em comparação aos resultados das 

células do controle negativo (PBS 1X-veículo da droga). 

 

5.8.3 Ensaio/Análise do ciclo celular 
 

Para a análise do ciclo celular, um total de 17,5x104 células (D283 Med shRNA 

Knockdowm MSI1 #1 e #2, e D283 Med shRNA Scramble) foram semeadas em placas de 6 

poços e mantidas em cultura por 72h, sem combinação com drogas/quimioterápicos. Em 

seguida, as células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1200 rpm / 5 min e lavadas com PBS 

1X. As células foram fixadas com etanol 70% gelado e mantidas a -20º C overnight.
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Posteriormente, as células foram centrifugadas a 800 rpm / 5 min, lavadas com PBS 1X 

e o pellet resultante foi ressuspendido em PBS 1X com 25μL de RNAse A (10 ng/mL) a 37º C 

por 30 min. Em seguida, para marcação das células, foi adicionado o PI a uma concentração 

final de (50μg/mL). As células foram analisadas pelo citômetro de fluxo BD FACSCaliburTM 

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular 

foi obtida pelo software Flow JoTM V10. Foram realizados três experimentos independentes em 

triplicata. Os resultados foram expressos como média e desvio padrão e comparados com os 

resultados das células D283 Med shRNA Scramble.  

 

5.9 Técnicas e abordagens de bioinformáticas integrativas aplicadas à análise 

transcriptoma 

 

5.9.1 Análises in silico 
 

Para avaliar o perfil de expressão gênica de MSI1, e Notch-1 foram utilizados dados do 

GSE85217 (Cavalli et al., 2017) disponíveis no R2: Genomics Analysis and Visualization 

Platform, compreendendo: amostras pediátricas de MB WNT (n=51), MB SHH (n=146), MB 

Grupo 3 (n=131) e MB Grupo 4 (n=300). Para identificar a correlação de expressão de Notch-

1 com MSI1, também foi utilizado o banco de dados públicos citado acima, adotando um 

coeficiente de correlação de Pearson (negativo e positivo) maior que ± 0,4 e p<0,05. 

 

5.9.2 Extração de RNA total e sequenciamento  
 

Após confirmado o knockdown de MSI1, amostras da linhagem celular D283 Med 

shRNA MSI1#2 e shRNA Scramble, foram submetidas à extração de RNA utilizando o AllPrep 

RNA/DNA/Protein Mini kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo as especificações do 

fabricante. O RNA foi quantificado e analisado em gel de agarose 1% para uma triagem inicial 

da qualidade. As amostras foram submetidas a análise de RNA integrity number (RIN) por meio 

do Bioanalyzer. Este experimento foi realizado em triplicata. A preparação das bibliotecas de 

RNA (inclusão dos adaptadores exclusivos barcodes e preparação do pool para o 

sequenciamento) e o sequenciamento do RNAm total (RNA-seq) foram realizados pelo 
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Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD) da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).  

 

5.9.3 Análise dos dados de RNA-seq 
 

Cada amostra foi sequenciada em paired-end gerando assim dois arquivos brutos em 

formato fastq, os quais foram submetidos para análise de qualidade de reads através dos 

softwares FastQC (versão 0.72) e MultiQC (versão 1.9) (Ewels et al., 2016), as quais avaliam 

a qualidade do sequenciamento, o conteúdo de GC (guanina-citosina), o número de reads 

gerados e a porcentagem de duplicações por amostra individual e amostras compiladas, 

respectivamente (Wang et al., 2012). Logo após, para remover as sequências de adaptadores 

Illumina e cortar (trim) a extremidade de reads de baixa qualidade, foi utilizado o programa 

Trimmomatic (versão 0.38) (Bolger et al., 2014). Os reads processados foram então alinhados 

com o genoma de referência humano (Genome Reference Consortium Human GRCh38) por 

meio do HISAT2 (versão 2.2.1) (Kim et al., 2019). A anotação gênica e contagem de reads foi 

realizada pelo software featureCounts (versão 2.0.1). 

Posteriormente, utilizando os reads processados e alinhados com o genoma de 

referência (GRC38/hg38), foi realizada a normalização através do algoritmo VST e análise 

estatística para detecção da expressão diferencial entre as amostras D283 Med shRNA 

Knockdowm MSI1 #2 e D283 Med shRNA Scramble, através do pacote DESeq2 (versão 1.32.0) 

(Love et al., 2014). Para visualização dos valores estatísticos dos genes diferencialmente 

expressos, o Volcano plot foi gerado pelo pacote ggplot2 (versão 3.3.5). O threshold utilizado 

foi p-ajustado <0.05, sendo considerado como genes hipoexpressos (“downregulated”) aqueles 

com log2 Fold Change (log2FC) <0.3 e hiperexpressos (“upregulated”) log2FC >0.3. 

Posteriormente, o heatmap dos DEGs foi gerado utilizando o pacote ComplexHeatmap (versão 

2.8.0) (Gu et al., 2016) no software RStudio aplicando a distância de Spearman e algoritmo 

Ward.D2 de clusterização. Ademais, conduzimos a análise de enriquecimento de vias através 

do banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e Gene Ontology (GO) 

processos biológicos e função molecular para entender melhor as funções putativas dos DEGs 

usando a plataforma Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) (Kanehisa et al., 2017). Todas 

as análises foram realizadas por bioinformatas do nosso grupo de pesquisas
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5.10 Análises estatísticas 
 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando os softwares (Graph Prism 8.0 

GraphPad Software, San Diego, CA USA) e SPSS 20.0 (SPSS Inc. Chicago, USA). Em todas 

as análises, foram considerados valores significativos quando valor de p< 0,05. 

 

5.10.1 Expressão gênica diferencial 
 

Para a análise de expressão gênica das amostras de MB em comparação com as amostras 

de cerebelos não-neoplásicos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e valores com p≤ 0,05 

foram considerados significativos. Este mesmo parâmetro foi utilizado para avaliar o perfil de 

expressão gênica de MSI1 nos dados públicos de MB (GSE85217). Enquanto que para 

associação da expressão diferencial de MSI1 com as características clínicas dos pacientes foi 

utilizado o teste de Mann-Whitney com valor de p significativo ≤ 0,05. As variáveis analisadas 

dos pacientes foram: sexo (feminino ou masculino); idade ao diagnóstico (≥ 3 anos ou < 3 anos); 

grau de ressecção (completa ou incompleta); metástase (ausência ou presença); recidiva 

(presente ou ausente), evento (se o paciente está vivo ou se foi a óbito/apresentou recidiva); 

status da doença (se o paciente está vivo ou se veio a óbito por MB). 

 

5.10.2 Sobrevida Global e Livre de Eventos 
 

O teste não paramétrico de long-rank foi empregado para análise da sobrevida global 

(SG) e sobrevida livre de eventos (SLE) em 5 anos. Os gráficos de Kaplan-Meier foram 

construídos com base em valores de mediana de expressão de MSI1 dos pacientes com MB e 

divididos entre tumores com hipoexpressão ou hiperexpressão.   

 

5.10.3 Curva ROC 
 

Curvas de características de operação do receptor (ROC) foram usadas para avaliar a 

capacidade da expressão de MSI1 em discriminar os subgrupos moleculares de MBs. A precisão 

foi determinada pela área sob a curva (AUC).  

 



_____________________________________________________5. Metodologia| 69 
 

 

5.10.4 Análises dos ensaios funcionais 
 

Para os ensaios funcionais de viabilidade, ciclo e apoptose celular, foram utilizados os 

testes t-Student, Anova OneWay e pós-teste de Bonferroni. Os dados estão representados pelos 

valores de média ± desvio padrão.
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           6. RESULTADOS 

  6.1 Avaliação do perfil de expressão gênica de MSI1 em amostras de MBs 

pediátricos 

 

A partir das 59 amostras de MBs pediátricos e de cinco amostras de cerebelos não 

neoplásicos de nossa coorte e do banco de dados públicos de MBs pediátricos (n=628), foi 

possível observar uma maior expressão de MSI1 nas amostras de tecido tumoral de MBs Grupos 

3 e 4 (p<0,001, p<0,0001, respectivamente) quando comparada às amostras de cerebelos 

(Figura 12A). Além disso, entre os subgrupos moleculares de MBs, MSI1 encontra-se 

hiperexpresso em MBs de Grupos 3 e 4 (p <0.001 e <0.0001, respectivamente) em ambas as 

coortes (Figura 12B).  

 

 

Figura 12 - Perfil de expressão gênica de MSI1 em MB pediátrico.  (A) Expressão gênica relativa de MSI1 por 
qRT-PCR nas amostras de cerebelo e nos diferentes subgrupos moleculares de MBs pediátricos (B) Perfil de 
expressão gênica de MSI1 em banco de dados público de MBs pediátrico (GSE85217). Os valores da expressão 
gênica estão em escala logarítmica log2.  *(p<0.01), **(p<0,001) e ****(p<0,0001). 
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6.2 Avaliação do perfil da expressão proteica de MSI1 em biópsias de MBs 

pediátricos 

 

No total, oito das 59 amostras de MBs analisadas por qRT-PCR encontraram-se também 

disponíveis para análise da expressão proteica de MSI1 por IHQ e os resultados destas oito 

biópsias de MBs (MBs – WNT: n=2, SHH: n=1, Grupo 3: n=3, e Grupo 4: n=2) foram revisados 

por um patologista experiente e analisados de forma semiquantitativa para determinação da 

porcentagem de células positivas para MSI1 (score) e intensidade de marcação à nível nuclear 

e citoplasmático.  

Foi observada uma imunomarcação positiva para MSI1 à nível nuclear e citoplasmático 

em um score entre + (< 25%) a ++ (< 25-50%) e de fraca intensidade para os 3/3 casos 

analisados de MBs WNT e SHH (Figura 13A-C). Em contraste, o nível de expressão proteica 

de MSI1 para os casos de MBs de Grupos 3 e 4, apresentaram um score de marcação entre +++ 

(< 50-75%) e ++++ (< 75-100%), com intensidade forte para 3/5 casos analisados  apresentando 

também uma marcação nuclear e citoplasmática (Figura 13D-H). Digno de nota, o número de 

biópsias de MBs incluídas neste estudo para análise de IHQ foi limitado e insuficiente para ser 

correlacionado a qualquer característica clínica dos pacientes. Todavia, quando analisados de 

forma pareada, os resultados das análises de IHQ e de qRT-PCR apresentaram padrão de 

expressão similares, demonstrando uma maior expressão de MSI1 nos subgrupos moleculares 

de MBs Grupos 3 e 4 (Tabela 3). 
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Figura 13- Fotomicrografias representativas da expressão proteica de MSI1 em tecidos tumorais de MBs pediátricos determinada por IHQ. (A-B) Amostras de MB 
WNT, (C) MB SHH, (D-F) MB Grupo 3, (G-H) MB Grupo 4. Todos os casos analisados apresentaram marcação positiva (coloração marrom) para MSI1 à nível nuclear e 
citoplasmático. Barra de escala 50 µm / Magnificação original de 20X.
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Tabela 3 – Análise de IHQ para MSI1 em biópsias de MBs pediátricos. 

Nº da Amostra Subgrupo Molecular qRT-PCR (RQ) MS11 Score Intensidade 
 

1 MB WNT 4,00 Hipo + + + 

5 MB SHH 3,30 Hipo + + + 

20 MB SHH  0,27 Hipo + + 

34 MB Grupo 3 6,72 Hiper + + + + + 

35 MB Grupo 3 7,30 Hiper  + + + + 

42 MB Grupo 3 7,38 Hiper  + + +  + 

43 MB Grupo 4 6,39 Hiper  + + + + + + 

58 MB Grupo 4 6,91 Hiper  + + ++ + + 

 

RQ – Quantificação relativa da expressão gênica de MSI1. Hipoexpresso (Hipo) ou Hiperexpresso (Hiper) de 
acordo com a mediana de expressão gênica de MSI1. Score para determinação da orcentagem de células com 
marcação positiva para MSI1: + (<25%), ++ (<25-50%), +++ (<50-75%) e ++++ (<75-100%). Intensidade de 
imuno-marcação: Fraco (+) e Forte (++).  

 

 

6.3 Análise da associação dos níveis de expressão gênica de MSI1 com 

características clínicas de pacientes pediátricos com MB em nossa coorte 

 

Para verificar se a hiperexpressão de MSI1 apresentaria alguma associação com 

prognóstico em MB, avaliamos o perfil de expressão desse gene de acordo com os parâmetros 

clínicos dos pacientes. Entretanto, como pode ser observado na Tabela 4, não foi encontrado 

nenhuma associação significativa com as características clínicas analisadas. 
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Tabela 4 – Análise de associação da expressão de MSI1 com  características clínicas de 

pacientes pediátricos com MB, incluindo  sexo, idade, grau de ressecção cirúrgica, presença de 

metástase, recidiva, evento e status da doença (NA= não avaliado). 

 

Variável Clínica Nº de Pacientes (%) Valor de p 
Sexo   
Feminino 24 (41%) 0,878 
Masculino 35 (59%)    
   
Idade ao diagnóstico   
< 3 anos 13 (23%) 0,082 
> 3 anos 46 (77%)  
   
Grau da ressecção cirúrgica   
Completo 38 (65%) 0,974 
Incompleto 19 (33%)  
NA 2 (2%)  
   
Metástase   
Ausência 39 (66%) 0,147 
Presença 20 (34%)  
   
Recidiva   
Sim 19 (33%) 0,838 
Não 38 (65%)  
NA 2 (2%)  
   
Evento   
Vivo 27 (45%) 0,397 
Recidiva/Óbito 32 (55%)  
   
Status da doença   
Vivo 33 (55%) 0,476 
Óbito (MB) 22 (27%)  
Outros 4 (18%)  
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6.4 Correlação entre o nível de expressão gênica de MSI1 e as sobrevida global e 

livre de eventos em pacientes pediátricos com MB 

 

Para relacionar os dados clínicos dos pacientes e o valor das expressões de MSI1 com a 

sobrevida considerou-se o tempo de SG como a data do diagnóstico até o óbito ou a data do 

último seguimento. A mediana do seguimento de evento (recidiva ou óbito) foi de 56,4 meses, 

variação de 3 a 168 meses. Enquanto a mediana do segmento do desfecho clínico (vivo ou 

óbito) foi igual a 53,9 meses, variação de 3 a 163 meses. Não houve nenhum dado 

estatisticamente significativo entre o valor das expressões de MSI1 e a SG (Figura 14A, 

p=0,393) e SLE (Figura 14B, p=0,861) dos pacientes. 

 

 

Figura 14- Análise de sobrevida global (A) e livre de eventos (B) de acordo com a mediana de expressão do 
gene MSI1.  
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6.5 Avaliação do valor diagnóstico da expressão de MSI1 na discriminação de MBs 

de Grupos 3 e/ou 4 (pior prognóstico) dos demais subgrupos moleculares 

  
Após evidenciar que MSI1 encontra-se hiperexpresso em MBs de Grupos 3 e 4, foi 

avaliado, através da análise de curva ROC, se a expressão de MSI1 poderia discriminar com 

precisão e acurácia os subgrupos de MBs de pior prognóstico, ou seja, Grupos 3 e 4, dos demais 

subgrupos. Surpreendentemente, a área sob a curva ROC observada foi de 0,856 (p<0,001), 

sugerindo uma alta precisão diagnóstica na discriminação entre os MBs de Grupos 3 e 4 dos 

subgrupos WNT e SHH (Figura 15). 

 

 

 

 

Figura 15 - Análise da curva ROC do valor diagnóstico de MSI1 na discriminação entre MBs de Grupos 3 e 4 dos 
subgrupos moleculares WNT e SHH com base no valor da expressão gênica de MSI1 nos pacientes de nossa coorte.
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6.6 Avaliação do perfil de expressão gênica e proteica de MSI1 nas linhagens 

celulares de MB Grupo 3 e 4 

 

Diante dos dados descritos acima de que MSI1 está hiperexpresso e permite a elevada 

acurácia em discriminar amostras de MBs Grupos 3 e 4 quando comparado aos demais 

subgrupos, o próximo passo foi caracterizar o perfil de expressão gênica e proteica de MSI1 em 

linhagens de MBs subgrupos-específicas. Portanto, foi avaliado o perfil de expressão gênica e 

proteica de MSI1 nas linhagens celulares de MBs Grupo 3 e 4 (USP-13-MED e D283 Med), 

para identificar e selecionar o melhor modelo experimental para continuidade deste estudo. Foi 

identificado por qRT-PCR e Western blot que a linhagem celular D283 Med apresenta uma 

maior expressão de MSI1 (Figura 16A-B, p<0.01), em comparação a linhagem celular USP-

13-MED, Figura 16A-B, à nível de RNAm e proteína, respectivamente.  

 

 

Figura 16 - Perfil de expressão gênica e proteica de MSI1 em linhagens celulares de MB de Grupo 3 e 4. (A) 
Expressão gênica e (B) níveis proteicos de MSI1 nas linhagens celulares D283 Med e USP-13-MED determinados 
por qRT-PCR e Western Blot, respectivamente. No gráfico (A) os resultados são expressos como média ± desvio 
padrão de três experimentos independentes (*p <0,01). A quantificação relativa da expressão proteica foi 
determinada pelo software ImageJ, utilizando a proteína GAPDH como controle endógeno 
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6.7 Intensidade e localização celular de MSI1 por imunofluorescência 
 

MSI1 é uma proteína RBP presente no núcleo e no citoplasma das células (Kudinov et 

al., 2017). Portanto, foi investigado por imunofluorescência, as diferenças de intensidade de 

fluorescência e a localização celular de MSI1 nas linhagens celulares de MB Grupo 3 e 4 (D283 

Med e USP-13-MED). É possível observar que a linhagem celular D283 Med apresentou uma 

maior intensidade de fluorescência para MSI1 (em magenta) à nível nuclear e citoplasmático 

(Figura 17A), quando comparado a linhagem celular USP-13-MED, que apresentou uma 

intensidade de fluorescência fraca para MSI1 à nível citoplasmático, e moderada intensidade 

de fluorescência observada nas regiões de contato célula-célula (Figura 17B). 

 

 
Figura 17 - Microfotografias ilustrativas da intensidade e localização celular de MSI1 em linhagens de MB 
de Grupo 3 e 4. Análises por microscopia confocal confirmam a presença de MSI1 (magenta) em diferentes 
intensidades de fluorescência e localização nas linhagens celulares: (A) D283 Med – intensidade forte para o 
núcleo e citoplasma; e (B) USP-13-MED – intensidade moderada para o citoplasma
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6.8 Silenciamento da expressão gênica de MSI1 na linhagem celular D283 Med 
 

 Após realizar a caracterização do perfil de expressão de MSI1 nos modelos 

experimentais disponíveis, foi selecionado a linhagem celular D283 Med para avaliarmos o 

papel funcional e a relevância biológica de MSI1 em MB Grupo 3 e 4 in vitro, através do 

knockdown de MSI1 por shRNA (transdução lentiviral). Para indução do silenciamento dois 

vetores lentivirais foram construídos para diferentes regiões gênicas de MSI1 (éxons 4 e 8), 

como ilustrado na Figura 18A. O controle (vetor puro/vazio) foi nomeado como shRNA 

Scramble (Figura 18B), e os dois vetores para foram nomeados como shRNA MSI1#1 (éxon 

4, Figura 18C) e shRNA MSI1#2 (éxon 8, Figura 18D).  

 

 

Figura 18 - (A) Localização citogenética e representação genômica de MSI1: construção dos vetores para 
Knockdown.  Imagem da linhagem celular D283 Med após o processo de transdução, seleção e expansão. (B) 
D283-Med shRNA Scramble, (C) D283 Med shRNA MSI1#1, (D) D283Med shRNA MSI1#2. Imagens adquiridas 
por microscopia invertida visualizadas nos aumentos de 10X e 20X. 
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6.9 Confirmação do knockdown de MSI1 
 

Posteriormente aos processos de transdução, seleção e expansão das linhagens, foi 

realizada a confirmação do silenciamento da expressão gênica e proteica de MSI1 por qRT-

PCR e Western blot. É possível observar que houve uma redução de aproximadamente 60 e 

85% do nível de expressão gênica de MSI1 para o clone 1 (shRNA MSI1#1, p <0,01) e para o 

clone 2 (shRNA MSI1#2, p <0,001), respectivamente, quando comparados ao controle (Figura 

19A). Indo de encontro a estes achados, foi possível observar por Western blot, o impacto do 

silenciamento gênico na redução significativa dos níveis da proteína MSI1 para o clone 1 

(shRNA MSI1#1, p <0,05) e para o clone 2 (shRNA MSI1#2, p <0,001), com relação ao controle 

(Figura 19B). De modo interessante, foi possível constatar que o clone 2, apresentou uma maior 

eficiência de silenciamento gênico e proteico de MSI1 em comparação ao clone 1. 

 

 

Figura 19 - Confirmação do knockdown de MSI1 nas células D283 Med. (A) Expressão gênica relativa de 
MSI1 por qRT-PCR. (B) Níveis relativos da proteína MSI1 por Western blot na linhagem celular de MBs 
pediátricos D283 Med após modulação gênica. A quantificação relativa da expressão proteica foi realizada 
utilizando o software ImageJ. Como controle endógeno da técnica de Western blot foi utilizada a proteína GAPDH. 
Os gráficos mostram a média ± desvio padrão de três experimentos independentes. **(p<0.01), ***(p<0.001) e 
****(p<0.0001).
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6.10 Ensaio de ciclo celular 
 

Após a confirmação do knockdown de MSI1 na linhagem celular D283 Med, buscamos 

investigar como estas células se comportariam sob essa nova condição. Inicialmente, foi 

realizada uma análise de ciclo celular, por citometria de fluxo, para investigar se o knockdown 

de MSI1 levaria a alterações no ciclo celular dessas células. Como apresentado na Figura 20, é 

possível observar pelo histograma gerado bem como pelas porcentagens de células analisadas, 

as proporções normais de células presentes em cada fase do ciclo das células após 72 horas de 

plaqueamento. Foi observado um aumento de 15% do número de células D283 Med shRNA 

MSI1#1 em G0/G1 (p <0,0001) e de 12% na fase S (p <0,001) em comparação com o controle. 

Além disso, foi possível identificar que o knockdown de MSI1 induziu uma diminuição do 

número de células em  G2/M em ambas as linhagens moduladas: D283 Med shRNA MSI1#1 

(redução de 14%, p<0,0001) e D283 Med shRNA MSI1#2 (redução de 12%, p<0,001) 

comparadas ao controle (Figura 20). 

 

Figura 20 - Avaliação do efeito do silenciamento de MSI1 no ciclo celular da linhagem de MB D283 Med. 
(Superior) O knockdown de MSI1 nas células D283 Med shRNA MSI1#1 e D283 Med shRNA MSI1#2 diminuiu 
a fase G2/M em comparação com shRNA Scramble. (Inferior) histogramas do ciclo celular. O gráfico mostra a 
média ± desvio padrão de três experimentos independentes. **(p<0,001) e ****(p<0,0001). 
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6.11  Avaliação da expressão de proteínas de controle do ciclo celular após o knockdown 

de MSI1 

 

Tendo em vista os resultados encontrados  no ensaio de ciclo celular, realizamos a 

expressão das proteínas p21 e p27 nas linhagens celulares moduladas, uma vez que   além de 

serem cruciais para o controle do ciclo celular, já foram previamente caracterizadas como alvos 

preditos de MSI1 (Niu et al., 2017). Como resultado, foi possível observar que houve uma leve 

redução da expressão de p27 e uma diminuição quase que total de p21 nas linhagens celulares 

moduladas (knockdown de MSI1) em comparação ao controle (Figura 21). 

 

 

 

Figura 21 - Quantificação das proteínas MSI1, p21 e p27 na linhagem celular de MBs pediátricos D283 Med 
após modulação gênica. A quantificação relativa da expressão proteica foi avaliada por Western blot, seguida de 
análise pelo software ImageJ. Como controle endógeno da técnica foi utilizada a proteína GAPDH.
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6.12 Viabilidade celular após o tratamento com a droga cisplatina 
 

Em continuidade, foi realizado ensaio de viabilidade celular para avaliar o impacto do 

silenciamento gênico de MSI1 na progressão e resistência das células de MBs Grupo 3 e 4 em 

resposta ao tratamento com cisplatina. De maneira interessante, foi observado uma redução da 

viabilidade das células silenciadas (shRNA MSI1#1 e #2) comparadas ao controle, nas doses 

analisadas de 3, 5, 7 e 10μM (p<0.05), como descrito na Tabela 5. Com os dados da viabilidade 

celular, foi também realizado o cálculo do IC50 nas linhagens após 72 horas de tratamento 

(tempo que demonstrou os efeitos de tratamento mais pronunciados, resultados de 24h, 48h e 

96h / Anexo III). Como pode ser observado na Figura 22, o clone 1 shRNA MSI1#1 (IC50 6,6 

μM) e o clone 2 shRNA MSI1#2 (IC50 4,1 μM), se demonstraram mais sensíveis ao tratamento 

com cisplatina quando comparados ao controle, uma vez que doses menores que o IC50 da 

linhagem controle (10,98uM) foram suficientes para induzir a redução de 50% na viabilidade 

celular das células moduladas.   Ou seja, esses resultados sugerem que a hiperexpressão de 

MSI1 pode contribuir, pelo menos em parte, para indução de quimioresistência de MB Grupo 3 

e 4. 

       

Figura 22 - Avaliação do efeito do knockdown de MSI1 na viabilidade celular em resposta à cisplatina na 
linhagem celular D283 Med. Redução da viabilidade celular nas linhagens knockdown de MSI1 (shRNA MSI1 
#1 e #2) tratadas com cisplatina nas doses de 3, 5, 7 e 10 μM por 72h, comparado ao controle (Scramble). O gráfico 
mostra a média ± do desvio padrão de três experimentos independentes. #,*p<0,05. 
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Tabela 5 - Viabilidade celular e valores de IC50 após o tratamento com cisplatina. 

Concentração (µM)  Viabilidade Celular (%)  

 D283 Med 

Scramble 

D283 Med shRNA 

MSI1#1 

D283 Med shRNA 

MSI1#2 

0 ± 100,00 ± 100,00 ±100,00 

3 ± 97,64 ± 74,59 ± 51,23 

5 ± 91,23 ± 64,45 ± 44,84 

7 ± 81,42 ± 43,54 ± 34,86 

10 ± 53,61 ± 36,54 ± 26,13 

Valores IC50 (µM)  10,98 µM 6,6 µM 4,1 µM 

Concentração que inibe 50% da viabilidade celular (IC50); micromolar (µM); média de três experimentos 
independentes (±). 

 

 

6.13 Avaliação do efeito do silenciamento de MSI1 na apoptose celular após o 
tratamento com cisplatina 
 

Para investigar se a redução da viabilidade celular induzida pelo knockdown de MSI1 

em combinação com o tratamento com cisplatina seria resultante de morte celular, foi realizado, 

por citometria de fluxo, uma quantificação da apoptose celular por meio da marcação das 

células com Anexina VI e iodeto de propídeo (PI), após 72 horas de tratamento com o 

quimioterápico. Para este ensaio, foi utilizado a droga cisplatina na dose de 4,1µM (menor dose 

de IC50). Como esperado, o tratamento com cisplatina induziu apoptose tanto das células 

controle, quanto nas silenciadas. Foi observado um aumento significativo na taxa de apoptose 

na linhagem shRNA Scramble (30%, p <0,01), e nas linhagens moduladas shRNA MSI1#1 

(12%, p <0,05) e shRNA MSI1#2 (63%, p <0,01) em comparação com os respectivos grupos 

de células não tratadas (Figura 23).
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Figura 23 - O knockdown de MSI1 associado ao tratamento com cisplatina nas células D283 Med aumentou a taxa de apoptose celular. A apoptose foi detectada por 
citometria de fluxo após coloração com Anexina VI e Iodeto de Propídio. Teste Two-Way ANOVA. O gráfico de barras é expresso como média ± desvio padrão da taxa relativa 
de células apoptóticas resultantes de três experimentos independentes. * p <0,05; ** p <0,01.
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6.14 Caracterização de Notch-1 como alvo de MSI1 em MBs Grupos 3 e 4 
 

Anteriormente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que MSI1 realiza cross-talks com 

genes-chave da via de sinalização celular Notch (Das Chagas et al., 2020). Dado o crescente 

número de trabalhos que destacam o envolvimento do gene Notch-1 na progressão e resistência 

aos tratamentos de MBs Grupos 3 e 4 (Kahn et al., 2018; Ballabio et al., 2021), optamos por 

aprofundar nossos achados iniciais em consonância a estas recentes publicações. 

 Primeiro, utilizamos o mesmo banco de dados públicos de MBs pediátricos GSE 85217, 

(Cavalli et al., 2017), e realizamos uma análise de correlação de Pearson entre os valores de 

expressão de MSI1 e Notch-1. Nessas condições, foi observado uma correlação negativa entre 

os valores de expressão de MSI1 e Notch-1 (r = -0,2671, p<0,0001), como demonstrado na 

Figura 24A. Interpretando este resultado, esta análise indica que, em amostras de pacientes 

com MB quanto maior for a expressão de MSI1, menor é a expressão de Notch-1.  

Para reforçar este dado, foi realizado a análise de expressão gênica diferencial de Notch-

1 entre os subgrupos moleculares de MB, utilizando os dados do GSE85217. Foi possível 

observar que Notch-1 encontra-se menos expresso em amostras de MBs Grupos 3 e 4, em 

contraste aos subgrupos moleculares WNT e SHH (p<0,0001; Figura 24B). Digno de nota, os 

nossos resultados iniciais demonstram MSI1 hiperexpresso nos mesmos subgrupos 

moleculares, MBs de Grupos 3 e 4 (Figura 12 A-B), portanto, sugerimos que, de fato, MSI1 

pode estar modulando negativamente a expressão de Notch-1. 
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Figura 24 - Análise de correlação entre MSI1 e Notch-1 e avaliação do perfil de expressão de Notch-1 no 
banco de dados públicos de MB GSE85217. (A) Correlação negativa significativa (r = -0,2671) entre a expressão 
gênica de MSI1 e Notch-1 (P<0,0001). (B) Análise de expressão gênica de Notch-1 utilizando banco de dados 
público de MBs pediátrico GSE85217. Os valores da expressão gênica estão em escala logarítmica.  *(p<0,01), 
**(p<0,001) e ****(p<0,0001). 

 

 

6.15 Identificação de genes diferencialmente expressos entre células shRNA 

Scramble e shRNA MSI1#2 
 

Nossos resultados preliminares demonstram que, possivelmente, Notch-1 é um 

promissor alvo de modulação pós-transcricional de MSI1 em MBs de Grupos 3 e 4. Portanto, 

para desvendar este enigma, foi realizado o RNA-Sequencing (RNA-Seq), utilizando as 

linhagens shRNA Scramble e shRNA MSI1#2, clone este que demonstrou os resultados de 

eficiência de knockdown de MSI1 e diferenças funcionais mais pronunciadas. Considerando p-

ajustado <0.05 e threshold de log2 Fold Change (log2FC) <0,3 ou  > 0.3 para identificação de 

genes hipoexpressos e hiperexpressoes, respectivamente, foi observado um total de 677 genes 

downregulados e 545 genes upregulados entre shRNA Scramble vs. shRNA MSI1#2, como 

ilustrado pelo volcano plot e heatmap da Figura 25 A-B.
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Figura 25 - Expressão gênica diferencial entre shRNA Scramble e shRNA MSI1#2. (A) Volcano plot 
representando os genes diferencialmente expressos entre shRNA Scramble vs. shRNA MSI1#2. (B) Representação 
gráfica por heatmap dos 677 genes downregulados e 545 genes upregulados entre shRNA Scramble vs. shRNA 
MSI1#2. Heatmap gerado utilizando o pacote ComplexHeatmap no software RStudio e a distância de Pearson e 
algoritmo Ward.D2 de clusterização. 

 

6.16 Análise de enriquecimento de vias e processos celulares 
 

De maneira complementar,  foi realizado análises de enriquecimento destes genes 

diferencialmente expressos pelo software EnrichR, o qual permitiu a identificação de vias 

enriquecidas (KEGG), tais como: ciclo celular, via de p53, ribossomo e replicação do DNA 

(Figura 26A); além de processos biológicos (de acordo com o Gene Ontology - GO) 

relacionados ao desenvolvimento do SNC, via Notch, regulação positiva de células mitóticas e 

tradução (Figura 26B). Ainda, o enriquecimento também revelou funções moleculares 

enriquecidas, incluindo a ligação de fator de transcrição de ligação ao DNA, atividade do 
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inibidor de proteínas quinase, ligação de caderina, ligação de actina, ligação ATPase e ligação 

de proteína quinase (Figura 26C). 

 

Figura 26 - Análise de enriquecimento de vias com os dados de RNA-Seq dos genes correlacionados com 
MSI1 (A) Enriquecimento de vias pelo KEEG pathways e (B) Gene ontology  Biological process  e (C) Molecular 
function. São exibidas vias enriquecidas para os genes que apresentaram correlação significativa (p<0,05) com o 
gene MSI1.
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6.17 Avaliação do perfil de expressão de Notch-1 nos dados de RNA-Seq 
 

Uma vez que a via Notch foi identificada como significativamente enriquecida pelos 

genes diferencialmente expressos entre shRNA Scramble e shRNA MSI1#2, nós  observamos 

também que, além de Notch-1, o perfil de expressão de outros genes dessa via foram alterados 

pelo silenciamento de MSI1 na linhagem de D283 Med, tais como NCSTN, DTX3, TLE1, HEY1, 

JAG1 e MAML2 (Figura 27A). Como ilustrado no heatmap MSI1 encontra-se hiperexpresso 

nas células shRNA Scramble e hipoexpresso em shRNA MSI1#2 (o que confirma novamente a 

eficiência do silenciamento gênico), enquanto o perfil de expressão dos genes TLE1, HEY1, 

Notch-1, JAG1 e MAML2 apresenta um perfil oposto:  hipoexpressos em shRNA Scramble e 

hiperexpressos em shRNA MSI1#2. Para melhor visualizar estes dados e avaliá-los 

estatisticamente, os valores de expressão também foram plotados, e como pode ser observado 

na Figura 27B, Notch-1 encontra-se de fato, hiperexpresso nas linhagens knockdown de MSI1 

comparados ao controle (p<0,05). 

 

 
Figura 27 – Perfil de expressão de genes da via Notch entre células shRNA Scramble e shRNA MSI1#2. (A) 
Representação gráfica por heatmap de 8 genes da via Notch diferencialmente expressos entre shRNA Scramble 
vs. shRNA MSI1#2. Heatmap gerado utilizando o pacote ComplexHeatmap no software RStudio e a distância de 
Pearson e algoritmo Ward.D2 de clusterização. (B) Box plot com os valores da expressão gênica de Notch-1 nas 
amostras de shRNA Scramble vs. shRNA MSI1#2. *p <0,05. 
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6.18 Validação da expressão gênica e proteica de Notch-1  
 

Para validar nossos resultados de RNA-Seq, buscamos avaliar o perfil de expressão de 

Notch-1 por qRT-PCR e Western Blot nas linhagens transduzidas. Embora somente a triplicata 

das linhagens shRNA Scramble e shRNA MSI1#2 tenham sido submetidas à análise de RNA-

Seq, achamos crucial incluir a linhagem shRNA MSI1#1 com o intuito de não apenas reforçar 

nossos dados, como também, avaliar em mais um modelo, o perfil de expressão de Notch-1. 

Surpreendentemente, foi possível observar um aumento do nível de expressão gênica de Notch-

1 nas duas linhagens moduladas. Entretanto, somente a expressão da linhagem shRNA MSI1#2 

demonstrou-se estatisticamente significante quando comparado ao controle (Figura 28A, 

p=0,0001). Adicionalmente, observamos, por Western blot, que o silenciamento proteico de 

MSI1 levou a um aumento significativo dos níveis da proteína Notch-1 para o clone 1 (shRNA 

MSI1#1, p <0,01) e para o clone 2 (shRNA MSI1#2, p <0,001; Figura 28B). Dados em 

conjunto, é possível sugerir que de fato, a diminuição da expressão gênica e proteica de MSI1 

aumenta a expressão gênica e proteica de Notch-1 em MBs Grupo 3 e 4 in vitro. 

 

 

Figura 28 - Confirmação do aumento da expressão de Notch-1. (A) Expressão gênica relativa de Notch-1 por 
RT-qPCR. (B) Níveis relativos da proteína Notch-1 por Western blot nas linhagens celulares de MBs pediátricos 
D283 Med após modulação gênica. A quantificação relativa da expressão proteica foi realizada utilizando o 
software ImageJ. Como controle endógeno da técnica de Western blot foi utilizado à proteína GAPDH. Os gráficos 
mostram a média ± desvio padrão de três experimentos independentes. *(p<0,01), **(p<0,001) e ***(p<0,0001). 

 



 
 

 



_____________________________________________________7. Discussão| 94 
 

 

7. DISCUSSÃO 

O MB é um tumor maligno, multifacetado altamente heterogêneo e de complexo 

direcionamento terapêutico. Logo, uma melhor compreensão biológica e clínica dos quatro 

subgrupos moleculares do MB torna-se necessária, pois o prognóstico desta neoplasia difere 

drasticamente conforme sua identificação e classificação molecular (Northcott et al., 2017). O 

objetivo deste projeto de pesquisa foi investigar os mecanismos moleculares intrínsecos a 

biogênese dos MBs de Grupos 3 e 4, subgrupos que apresentam alterações moleculares e 

fenotípicas não totalmente compreendidas até o momento, e se caracterizam por serem 

altamente metastáticos e de maior frequência ao diagnóstico, respectivamente (Cavalli et al., 

2017).  

Além disso, por não apresentarem uma via de sinalização celular comumente associada 

ao início e progressão tumoral, e por não existirem até o momento potenciais terapias-alvo 

subgrupo-específica, a prática clínica dos tratamentos atuais disponíveis para estes subgrupos 

baseiam-se em protocolos altamente citotóxicos e agressivos (Ramaswamy et al., 2016; 

Ramaswamy and Taylor, 2017). Consequentemente, estas abordagens terapêuticas corroboram 

para o aumento dos efeitos secundários a longo prazo (comorbidades) aos pacientes 

sobreviventes (Northcott et al., 2017). Ademais, uma considerável parcela dos pacientes 

acometidos pelo MB pode ir a óbito dado a recorrência do tumor (Garzia et al., 2018). Sendo 

assim, a identificação e a caracterização de moléculas chave associadas ao início e progressão 

do MBs de Grupo 3 e 4 (biomarcadores de pior prognóstico e/ou promissores alvos 

terapêuticos), são de extrema relevância no atual contexto clínico. Um desafio, para a neuro-

oncologia contemporânea. 

Sabe-se que o MB é um tumor maligno de origem embrionária, e por isso, no 

microambiente tumoral é observado uma heterogênea população de células-tronco primordiais 

indiferenciadas (Bahmad and Poppiti, 2020). Através da utilização de técnicas moleculares 

robustas de análises de transcriptoma como, por exemplo, Single-cell RNA sequencing, foi 

levantado a hipótese de que os MBs do Grupo 3 e 4 se originam de células-tronco progenitoras 

da camada granular externa, e de células-tronco progenitoras do lábio rômbico superior, 

respectivamente (Hovestadt et al., 2019). No entanto, um grande nó-crítico no conhecimento 

até a presente data na história do MB é compreender como e porque estas células-tronco neurais 

adquirem um potencial tumoral, e quais as principais moléculas envolvidas neste processo.
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Nos últimos anos as proteínas RBP’s se demonstraram promissoras para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas contra o câncer (Kang et al., 2020; Bley et 

al., 2021). Isso porque as proteínas RBP’s sobrepõem a região 3’UTR do RNAm e, 

consequentemente, são responsáveis por influenciar na modulação da expressão gênica à nível 

pós-transcricional, corroborando para o bloqueio e/ou expressão aberrante dos respectivos 

genes alvos (Kudinov et al., 2017). À face do exposto, destaca-se MSI1, uma proteína RBP 

caracterizada como biomarcador de pior prognóstico e/ou potencial alvo terapêutico em 

diversos tumores sólidos e em neoplasias hematopoiéticas (Das Chagas et al., 2020). 

MSI1 é um gene chave na manutenção da proliferação de células-tronco progenitoras 

neurais, e por isso foi caracterizado como um biomarcador de célula-tronco neural (Sakakibara 

et al., 2001). Portanto, levando em consideração que MSI1 exerce essas funções cruciais para o 

desenvolvimento do SNC durante o período embrionário, e que quando a célula-tronco adquire 

um potencial tumoral é evidenciado a expressão aberrante deste gene (Fox et al., 2015), nós 

geramos a hipótese que  MSI1 poderia estar envolvido no início e progressão tumoral dos MBs 

Grupos 3 e 4. Digno de nota, até onde sabemos, este é o primeiro trabalho que busca investigar 

MSI1 como um condutor oncogênico em comum para os MBs de Grupos 3 e 4. 

Inicialmente, demonstramos que MSI1 encontra-se hiperexpresso em MBs Grupos 3 e 

4 em contraste aos outros subgrupos moleculares de MB, e em comparação ao tecido normal. 

Corroborando com nossos resultados iniciais, foi observado o aumento da expressão de MSI1 

em outros tumores pediátricos que acometem o SNC, como por exemplo, glioblastomas, 

gliomas e ependimomas, sendo a hiperexpressão de MSI1 associada a um pior prognóstico e 

maior agressividade tumoral (Toda et al., 2001; Nakano et al., 2007; Dahlrot et al., 2013; Lin 

et al., 2019). Embora a hiperexpressão de MSI1 não tenha sido estatisticamente associada com 

os parâmetros clínico-patológicos avaliados dentro de nossa coorte, foi demonstrado através da 

análise de curva ROC um significante valor de discriminação e acurácia de MSI1 entre os MBs 

de Grupos 3 e 4 dos demais subgrupos, WNT e SHH. Portanto, este resultado sugere que MSI1 

possa vir a ser um potencial biomarcador para os MBs de Grupo 3 e 4, apoiando ainda mais sua 

relevância biológica e clínica. 

Digno de nota, qualquer desregulação da expressão de MSI1 pode comprometer a 

homeostase tecidual e contribuir para o início e progressão tumoral (Kudinov et al., 2017). 

Deste modo, ressaltamos que a hiperexpressão de MSI1 pode ser um fator agravante para que 

estas células-tronco primordiais do SNC, sofram uma rápida e desordenada expansão 
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proliferativa durante o período de desenvolvimento cerebelar. Entretanto, futuras abordagens 

experimentais são necessárias para esclarecer melhor estes achados.  

 Vo Dat e colaboradores (2012) demonstraram que o aumento da expressão proteica de 

MSI1 avaliado pela técnica de IHQ em biopsias de MB foi associado a uma pior sobrevida 

global e livre de eventos dos pacientes dentro da coorte avaliada (Vo et al., 2012). Infelizmente, 

o número de casos de biópsia de MBs em nossa coorte foi limitado e insuficiente para ser 

correlacionado a qualquer parâmetro clínico. Por outro lado, nossos dados demonstraram uma 

maior intensidade de imuno-marcação positiva para MSI1 em MBs Grupos 3 e 4 (subgrupos 

moleculares de pior prognóstico). De maneira similar, recentemente Lin e colaboradores 

(2019), demonstraram que MSI1 apresenta uma maior intensidade de imuno-marcação positiva 

em glioblastoma grau IV (pior prognóstico) (Lin et al., 2019). Portanto, sugerimos que o 

aumento da expressão proteica de MSI1 pode estar associado ao pior prognóstico de tumores 

de alto grau de malignidade que acometem o SNC. 

Sabe-se que MSI1 comporta-se de forma heterogênea dependendo do contexto celular 

investigado, e modula à nível pós-transcricional RNAs mensageiros alvos tanto no núcleo 

quanto no citoplasma (Cragle et al., 2019). Neste estudo, foi observado por imunofluorescência 

a intensidade e a localização celular de MSI1 de maneira difusa e heterogênea entre as linhagens 

celulares analisadas. Consequentemente, MSI1 pode ser um forte condutor da heterogeneidade 

molecular dos MBs de Grupos 3 e 4, pois biologicamente e funcionalmente pode estar 

influenciando na modulação de genes responsáveis pelo ciclo celular, proliferação e morte 

celular nestes subgrupos em específico.  

O câncer é o resultado de múltiplas alterações genéticas, e proteínas RBP’s encontram-

se envolvidas na modulação de importantes processos celulares (Kudinov et al., 2017). A fim 

de explorar estes pressupostos, foi realizado o knockdown de MSI1 para investigar seu papel 

biológico/funcional. Observamos que o silenciamento de MSI1 promoveu a interrupção do ciclo 

celular na transição de G1/S e, consequentemente, diminuiu o número de células na fase G2/M 

em MBs Grupos 3 e 4 in vitro. É descrito que p21 e p27 são alvos preditos de MSI1 (Niu et al., 

2017). Além disso, o impacto do silenciamento gênico e proteico de MSI1 proporcionou uma 

leve redução da expressão proteica de p27 e uma diminuição quase que total da proteína p21 

nas linhagens celulares moduladas quando comparadas ao controle.  

Indo ao encontro aos nossos resultados, o knockdown de MSI1 bloqueou a progressão 

do ciclo celular em carcinoma endometrial, e modulou a expressão de p21 (Götte et al., 2011), 

proporcionou a parada do ciclo celular na fase G1/S em células de carcinoma hepatocelular (Li 
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et al., 2019), e também inibiu a progressão do ciclo celular em células de osteossarcoma, (Niu 

et al., 2017). Recentemente, um trabalho demonstrou que as quinases dependentes de ciclina: 

CDK2, CDK6, CCNA1, CCNA2, bem como p21 e p27 são alguns dos principais alvos de MSI1 

em glioblastoma (Baroni et al., 2021). Vale ressaltar que a parada do ciclo celular é um dos 

mecanismos mais importantes para suprimir o crescimento das células cancerosas (Williams 

and Stoeber, 2012). Portanto, estes dados em conjunto sugerem que, de fato, MSI1 modula pós-

transcricionalmente genes essenciais para o controle do ciclo celular em MBs de Grupos 3 e 4.  

Foi descrito que a hiperexpressão de MSI1 foi associada ao aumento da proliferação e 

quimiorresistência em câncer colorretal (Chiou et al., 2017), glioblastoma (Chen et al., 2018), 

e câncer gástrico (Xu et al., 2015). Digno de nota, a quimioterapia é um processo vital e 

amplamente utilizada para induzir a morte celular. No entanto, em doses não letais, as células 

cancerosas podem continuar em constante processo de proliferação e/ou em senescência (Hsu 

et al., 2019). Neste estudo nós avaliamos o impacto do knockdown de MSI1 na 

quimiosensibilidade ao tratamento com cisplatina, um quimioterápico clássico utilizado na 

maioria dos protocolos atuais de tratamento de tumores cerebrais, como por exemplo, o MB 

(Bass et al., 2014). Apesar da cisplatina exercer efeitos anticâncer por meio de múltiplos 

mecanismos biológicos e moleculares, destacando-se os danos a molécula de DNA (uma das 

ações mais proeminentes e mais bem compreendida), e consequentemente a indução da 

apoptose mitocondrial, infelizmente, o frequente uso da cisplatina pode promover o 

desenvolvimento da quimioresistência das células tumorais o que reflete no fracasso terapêutico 

(Galluzzi et al., 2014). 

Neste estudo, foi observado que as linhagens celulares knockdown de MSI1 

demonstraram uma diminuição na taxa de viabilidade celular, uma maior sensibilidade de 

resposta ao tratamento com cisplatina e um aumento significativo da taxa de morte celular por 

apoptose. É reportado que o aumento da expressão de p21 pode promover o aumento da 

proliferação de células tumorais (Aburatani et al., 2017). Ao analisarmos nossos dados, é 

possível interpretar que em nosso modelo de estudo o silenciamento de MSI1 contribuiu para a 

diminuição da expressão de p21, tornou as células mais sensíveis ao tratamento com cisplatina 

e, consequentemente, aumentou a taxa de apoptose celular.  

Resultados similares foram evidenciados em câncer de mama, no qual foi demonstrado 

através do knockdown de MSI1 que houve aumento da taxa de apoptose celular (Troschel et al., 

2021). Por outro lado, em carcinoma de ovário o silenciamento da expressão gênica de MSI1 

inibiu a proliferação celular, promoveu o aumento da taxa de apoptose celular e reduziu a 

migração e invasão de células cancerosas (Chen et al., 2019). Por conseguinte, o knockdown de 
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MSI1 em câncer colorretal (Chiou et al., 2017), carcinoma endometrial (Götte et al., 2011), 

câncer gástrico (Shou et al., 2017), câncer de pulmão (Wang et al., 2014) e osteossarcoma (Niu 

et al., 2017), também diminuiu a proliferação celular, crescimento e invasão tumoral in vitro e 

in vivo. Portanto, sugerimos que a hiperexpressão de MSI1 contribui para o aumento dos 

processos proliferativos, invasivos, anti-apoptóticos e quimioresistentes. Mecanismos celulares 

que em conjunto, são responsáveis por proporcionar a existência de fenótipos tumorais 

altamente agressivos. Além disso, reforçamos o quão importante e necessário seria testar esta 

proposta e abordagem terapêutica (knockdown de MSI1 + tratamento com cisplatina) em 

modelos in vivo, como xenoenxertos derivados de pacientes (MBs de Grupos 3 e 4) em 

camundongos (PDX). 

Uma outra incógnita presente no atual contexto da carcinogênese dos MBs de Grupos 3 

e 4 é que estes subgrupos moleculares não apresentam, até o momento, uma via de sinalização 

celular comumente associada ao início e progressão tumoral. Entretanto, demonstramos 

anteriormente através de um trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa, que MSI1 pode 

exercer cross-talks com os principais genes (receptores e ligantes) de vias de sinalização celular 

que são cruciais pela manutenção do desenvolvimento embrionário, incluindo a via Notch (Das 

Chagas et al., 2020). 

A via Notch exerce um papel fisiológico crucial nos processos de diferenciação e 

proliferação de células-tronco progenitoras neurais durante o desenvolvimento embrionário e 

pós-fetal, e para nossa surpresa, é crescente o número de relatos na literatura que demonstram 

que na biogênese dos MBs de Grupos 3 e 4, o receptor Notch-1 é um dos principais genes da 

via Notch evidenciado com um perfil de expressão alterado (Kahn et al., 2018; Ballabio et al., 

2021). Contextualizando os tumores que acometem o SNC, Notch-1 foi evidenciado como um 

promissor alvo terapêutico em gliomas (Purow et al., 2005) e encontra-se como um dos 

principais genes diferencialmente expressos, e associado ao processo de iniciação e progressão 

tumoral em glioblastomas (Lin et al., 2011), o que nos despertou o interesse em aprofundar 

nossas análises frente a estes achados. 

Inicialmente, identificamos uma correlação negativa de expressão entre MSI1 e Notch-

1 em MBs de Grupos 3 e 4, sugerindo que quanto maior a expressão de MSI1, menor é a 

expressão de Notch-1. Em continuidade, para avaliar e validar esta análise prévia, nós 

confirmamos um menor perfil de expressão de Notch-1 em MBs de Grupos 3 e 4 quando 

comparado aos subgrupos moleculares de MBs WNT e SHH, através de análises in sílico. Isso 

nos chamou a atenção, porque o perfil de expressão de Notch-1 e MSI1 em MBs de Grupos 3 e 
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4 de fato, são opostos. Portanto, nossos resultados sugerem que MSI1 pode estar modulando 

negativamente a expressão de Notch-1em MBs de Grupos 3 e 4. 

Em busca de decifrar este fenômeno e elucidar as principais relações moleculares entre 

MSI1 e Notch-1 em MBs de Grupos 3 e 4, realizamos o RNA-Seq após silenciamento gênico 

de MSI1 em nosso modelo experimental. Como esperado, identificamos nesse sequenciamento, 

o aumento da expressão de Notch-1 nas linhagens knockdown de MSI1 em contraste a linhagem 

controle, o que foi também e validado por qRT-PCR e Western Blot. Anteriormente, já foi 

demonstrado por Sureban et al (2008) que o knockdown de MSI1, além de diminuir a 

proliferação celular e aumentar a taxa de morte celular por apoptose in vivo, diminui a expressão 

de Notch-1 em adenocarcinoma de cólon (Sureban et al., 2008). 

É importante mencionar que MSI1 e os genes chave da cascata de sinalização de Notch, 

são moléculas dependentes de interação no microambiente celular bem como da densidade 

celular e do contato célula-célula, o que consequentemente é esperado que cada molécula seja 

evidenciada com um perfil de expressão diferenciado, dependendo do contexto celular normal 

e/ou tumoral investigado. Portanto, nós sugerimos que MSI1 além de possuir propriedades 

oncogênicas em MBs de Grupos 3 e 4, provavelmente, ao modular a expressão de Notch-1 e 

outros genes da via Notch, contribui para que os processos de diferenciação, proliferação e 

migração de células-tronco primordiais sejam afetados. Principalmente ao considerar o papel 

ímpar que a via Notch desempenha durante os processos iniciais de desenvolvimento do SNC 

durante o período embrionário (Teodorczyk and Schmidt, 2014; Majumder et al., 2021). 

Em continuidade, exploramos os nossos dados de RNA-Seq, e identificamos os genes 

diferencialmente expressos entre as linhagens knockdown de MSI1 e controle, e utilizamos 

abordagens de bioinformática integrativas para identificar as principais vias e processos 

celulares alterados após o silenciamento gênico de MSI1. Digno de nota, uma das principais 

vias alteradas foi a do ciclo celular e de p53. O ciclo celular é um processo complexo e 

estritamente controlado, composto por diferentes fases. Consequentemente, alterações na 

expressão de genes do ciclo celular podem influenciar para que as células tumorais adquiram 

fenótipos tumorais altamente agressivos e invasivos (Zheng et al., 2019). Por outro lado, a via 

do p53 também exerce um papel crucial desde a vigilância da linha germinativa em organismos 

multicelulares simples até seu papel pluripotencial em humanos. Por conseguinte, quando 

desregulada encontra-se associada entre um dos principais hallmarks câncer (Mantovani et al., 

2019). Analisados em conjunto, estas informações sugerem que MSI1 destaca-se como um 
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promissor gene central, envolvido nestes importantes processos celulares, ao qual impactam 

significativamente na iniciação e progressão tumoral.  

Um outro dado interessante observado através das nossas análises de enriquecimento, é 

que a via Notch destacou-se entre os processos biológicos identificados, reforçando novamente 

o impacto potencial de MSI1 na modulação desta via. Embora os papéis de MSI1 em diferentes 

cânceres estejam amplamente correlacionados com a proliferação celular tumoral, seu papel na 

migração e invasão de células cancerígenas oferece um campo de investigação complexo a ser 

explorado. Em nossas análises de enriquecimento também evidenciamos a interação/ligação 

com caderina e actina entre as funções biológicas identificadas que ocorrem à nível molecular. 

É notório que nos últimos anos foi crescente o interesse em explorar cada vez mais o 

papel das caderinas em várias condições patológicas incluindo o câncer, principalmente por 

exercerem um papel importante na transição epitélio-mesenquimal (epithelial-to-mesenchymal 

transition - EMT) (Mendonsa et al., 2018; Vanniya S et al., 2018). Durante o desenvolvimento 

normal e progressão do câncer, as células passam por transições de estado marcadas por perfis 

de expressão gênica distintos e mudanças na morfologia, motilidade e outras propriedades. A 

EMT é uma dessas transições, que é essencial durante as fases iniciais do desenvolvimento e é 

considerada um fator crucial para o aumento da invasão e metástase tumoral (Lu and Kang, 

2019). 

Foi reportado anteriormente que MSI1 modula pós-transcricionalmente a expressão de 

genes responsáveis pela manutenção da EMT (Katz et al., 2014). Vale reforçar o que 

explanamos anteriormente: a presença de disseminação leptomenígea e metástases ao 

diagnóstico são uma das principais barreiras para o sucesso terapêutico em MBs (Sabel et al., 

2016). Dado que MSI1 pode ser um promissor condutor de modulação direta e/ou indireta da 

EMT, estes achados poderiam ser explorados com mais intensidade, pois estudos que buscam 

explorar MSI1 com a EMT em MBs de Grupos 3 e 4 in vitro e in vivo são escassos até a presente 

data. 

Frente a um contexto histórico, a proteína MSI1 recebeu este nome em homenagem ao 

grande espadachim da cultura oriental Miyamoto Musashi (Nakamura et al., 1994). MSI1 é um 

biomarcador de célula-tronco por excelência, dado sua funcionalidade biológica e molecular de 

controlar a sobrevivência e autorrenovação celular. Em contraste, sustenta o crescimento e 

recorrência do câncer. O nosso trabalho realizado até agora, não só trouxe uma melhor 

compreensão sobre os mecanismos e processos celulares intrínsecos ao qual MSI1 encontra-se 
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envolvido na biogênese de MBs de Grupos 3 e 4, como também nos revelou dados acerca de 

sua vulnerabilidade.  

Em resumo, nossos resultados demonstram que MSI1 hiperexpresso em MBs de Grupos 

3 e 4 é um biomarcador e promissor alvo terapêutico. Além disso, fornecemos evidências de 

que o silenciamento gênico de MSI1 combinado ao tratamento com cisplatina pode vir a ser 

uma potencial abordagem terapêutica a ser avaliada por meio de estudos in vivo e pré-clínicos, 

com potencial para auxiliar na terapia de  pacientes acometidos com MBs de Grupos 3 e 4 no 

futuro. Portanto, os resultados deste estudo poderão ajudar na definição de uma nova geração 

de protocolos clínicos de tratamento para o MB, além de auxiliar no melhor processo de 

estratificação dos pacientes dentro dos grupos de risco.  

Concomitantemente, evidenciamos que Notch-1 é um alvo de modulação pós-

transcricional de MSI1 nestes tumores subgrupos-específicos. Consequentemente, sabendo que 

a via Notch exerce um papel crucial no início do desenvolvimento do SNC durante o período 

embrionário, nosso trabalho demonstrou que, MSI1 hiperexpresso pode estar modulando 

negativamente um eixo canônico da cascata de sinalização de Notch. Entretanto, novos estudos 

se fazem necessários para elucidar, à nível molecular, os exatos processos moleculares atuantes 

neste complexo enigma, e o impacto desta modulação no início e progressão do MBs Grupo 3 

e 4 in vivo. 
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8. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir que: 

 

  MSI1 encontra-se hiperexpresso em MBs de Grupos 3 e 4 quando comparado às 

amostras de cerebelos não neoplásicos e aos outros subgrupos moleculares de MB; 

 MSI1 é um potencial biomarcador, e apresenta um significante valor de acurácia para 

discriminação entre os MBs de Grupos 3 e 4 dos demais subgrupos de MB (WNT e 

SHH); 

 Nas linhagens celulares investigadas por imunofluorescência, MSI1 é expresso de forma 

difusa, estando presente tanto no núcleo, quanto no citoplasma celular; 

 O silenciamento da expressão gênica e proteica de MSI1 alterou as fases do ciclo 

celular, e proporcionou uma diminuição quase que total da expressão da proteína p21; 

 O knockdown de MSI1 promoveu a redução da viabilidade celular e aumentou a 

quimiosensibilidade de MBs Grupos 3 e 4 in vitro, ao se observar menores valores de 

IC50 para as linhagens moduladas; 

 O silenciamento da expressão gênica e proteica de MSI1 combinado ao tratamento com 

cisplatina aumentou a taxa de apoptose celular de MBs Grupos 3 e 4 in vitro; 

 O knockdown de MSI1 promoveu o aumento da expressão gênica e proteica de Notch-

1; 

 A diminuição da expressão de MSI1 alterou a expressão de genes correlacionados com 

a via de desenvolvimento Notch, e de funções moleculares e biológicas responsáveis 

pela manutenção do ciclo celular.
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 Anexo I: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa – Projeto Temático 
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Anexo II: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa – Projeto de Doutorado 
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Anexo III: Ensaio de viabilidade celular após o tratamento com cisplatina 

 

 

 
Anexo III - Avaliação do efeito do knockdown de MSI1 na viabilidade celular em resposta à cisplatina na 
linhagem celular D283 Med. Redução da viabilidade celular nas linhagens knockdown de MSI1 (shRNA MSI1 
#1 e #2) tratadas com cisplatina nas doses de 3, 5, 7 e 10 μM por (A) 24h, (B) 48h e (C) 96h, comparado ao 
controle (Scramble). O gráfico mostra a média ± do desvio padrão de três experimentos independentes. #,*p<0,05. 
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11. APENDICES 
 

11.1 Artigo publicado durante o doutorado – Revisão Musashi 
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11.2 Artigo submetido para publicação – 1ª parte dos resultados da presente 

pesquisa 
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