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Resumo

A proteina OCT4 j& vem sendo estudada devido a sua importancia na
manutencdo de pluripoténcia e autorrenovagdo em ceélulas-tronco. Ela € um dos
quatro Fatores de Yamanaka, utilizados na formacdo de células pluripotentes
induzidas (iPSCs). Além disso, a expressdo anormal de OCT4 é encontrada em
tumores e sua expressao exacerbada mostrou-se relacionada a um pior progndstico
em pacientes com diferentes tipos de cancer. Diferentes grupos mostraram que esta
proteina pode ser regulada por um outro fator de transcricdo, o efetor final da Via
Hippo, o YAP, responsavel por regular a expressédo de diversos genes associados
com proliferag@o e sobrevivéncia celular e cuja expressdo também esta relacionada
com os fendtipos de células-tronco normais e tumorais. No presente estudo é avaliada
a importancia da expressao de YAP para a atividade de OCT4 em linhagens de
meduloblastoma, um tumor caracterizado por apresentar células-tronco tumorais em
sua composicao. Isto foi feito com células knock-out para YAP, nas quais analisamos
da expressao de OCT4 e os genes-alvo de YAP; Birc5, Cyr61 e CTGF. A sequir,
investigamos se a expressao de OCT4 é impreterivel para os efeitos da desregulacéo
da Via Hippo por meio de ensaios de capacidade de formagao de esferas tumorais
comparando as linhagens com inibicdo de OCT4 por RNA de interferéncia. NOs
observamos que com a inibicAo de YAP, houve uma reducgdo significativa na
expressao proteica, e ndo génica, de OCT4, e que as esferas tumorais geradas com
silenciamento de OCT4 apresentaram uma menor capacidade proliferativa, de coesao
e de autorrenovacgao nas duas linhagens estudadas, similarmente ao que ocorre com
ainibicdo isolada de YAP. Esses achados dao alguns indicios de uma regulacao entre
YAP e OCT4 que deve ser explorada mais a fundo.

Palavras-Chave: OCT4, YAP, Meduloblastoma, Células-tronco tumorais, Via Hippo.
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Abstract

The protein OCT4 is already being studied due to its importance in the
maintenance of pluripotency and self-renewal in stem cells. It is one of the four
Yamanaka Factors, utilized in the formation of induced pluripotent stem cells (iPSCs).
Besides this, the abnormal expression of OCT4 is to be found in tumours and its
exacerbated expression has been shown to be related to a worse prognosis in patients
with different types of cancer. Different groups have shown that this protein may be
regulated by another transcription factor, the final effector of the Hippo Pathway, YAP,
that is responsible for regulating the expression of various genes associated with
cellular proliferation and survival and the expression of which is also related to the
phenotypes of normal and cancer stem cells. In the present study, we evaluate the
importance of YAP expression to the activity of OCT4 in medulloblastoma cell-lines, a
tumour characterized by the presence of cancer stem cells in its composition. This
was done with YAP knock-out cells, where we analyzed the expression of OCT4, and
the target genes of YAP; Birc5, Cyr61 and CTGF. We then investigated whether or not
the expression of OCT4 is imperative to the effects seen with the deregulation of the
Hippo Pathway, through tumorsphere formation assays, comparing the cell lines with
OCT4 inhibition by small interference RNA. We observed that with the inhibition of
YAP, there was a significant reduction in protein expression, but not gene expression,
of OCT4, and that the tumorspheres generated while silencing OCT4 showed lower
proliferative capacity, cohesion and self-renewal as compared to control, similarly to
what occurred with the isolated inhibition of YAP. These findings give some indications
of a regulation between YAP and OCT4 that should be explored more deeply.

Key Words: OCT4, YAP, Medulloblastoma, Cancer Stem Cells, Hippo Pathway.
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1. Introducéo

1.1. Cancer

O céancer é uma das doencas mais mortais do mundo, representando a
segunda maior causa de morte, atras apenas de doencas cardiovasculares (OMS,
2020). De acordo com dados obtidos e publicados pela Organizagdao Mundial da
Saude (OMS), houve cerca de 19,3 milhdes de novos casos e foram reportados quase
10 milhdes de mortes no mundo decorrentes de complicacdes associadas ao cancer
em 2020. Ainda, sabe-se que o niumero de novos casos de cancer vem aumentando
gradativamente ao longo dos anos (ja que foram reportados 14,1 milhdes e 18,1
milhdes de casos nos anos de 2012 e 2018, respectivamente), evidenciando o cancer
como um importante problema de sadude publica mundial (OMS, 2020). No Brasil, o
namero de novos casos de neoplasias em 2020 foi de 592.212, e 259.949 mortes por
cancer. Em 2016, neoplasias representavam 18% das causas de mortes gerais no
Brasil, sendo o segundo lugar atras apenas de doencas cardiovasculares (28%)
(OMS, 2018).

Um trabalho muito importante na area do cancer que vem sendo desenvolvido
a quase duas décadas é o Hallmarks of Cancer, por Hanahan e Weinberg, que tem
como objetivo compilar as novas descobertas no campo, e desenvolver os chamados
hallmarks, que sdo caracteristicas adquiridas por células tumorais no processo de
atingirem o fenatipo maligno e que sédo comuns ao desenvolvimento de todos os tipos
de tumores (Hanahan e Weinberg, 2000, 2011, Hanahan 2022), e que podem auxiliar
no entendimento de como essa doenca surge, evolui, e como podemos usar essas
informacdes para tentar desenvolver melhores tratamentos e direcionar pesquisas
para que novas descobertas sejam feitas. Inicialmente eram 6 hallmarks; (1)
resisténcia a morte celular, (2) angiogénese, (3) imortalidade replicativa, (4) ativacao
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de invasdo e metastase, (5) evasdo de supressores proliferativos e (6) manutencdo
do sinal proliferativo (Hanahan e Weinberg, 2000).

Depois de 11 anos, o par publicou uma continuagdo para esse trabalho,
apresentando dois novos “hallmarks emergentes” e duas caracteristicas que
funcionariam como “facilitadoras”, deixando de tratar o tumor como apenas células
proliferativas isoladas, mas como tecidos complexos compostos de diversos tipos
celulares e microambientes que estdo ativamente contribuindo para o
desenvolvimento tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011). Os “hallmarks emergentes”
sdo: (1) a capacidade de desregulacdo energética das células tumorais, de forma a
conseguir suprir a constante demanda energética de uma proliferacdo desenfreada,
e (2) a evasdo ativa do ataque e destruicao por células imunes, esta que denota a
dicotomia do sistema imune durante o desenvolvimento tumoral que esta agindo tanto
como um antagonista quanto um auxiliador de sua progressao. Enquanto isso, as
duas caracteristicas facilitadoras sédo: (1) o aumento da instabilidade gendmica de
células tumorais em decorréncia da proliferacdo desenfreada e evasdo de morte
celular, com menor efetividade da maquinaria responsavel por impedir a divisao
anormal dessas células, e (2) a inflamacdo que ocorre em lesbGes pré-malignas e
malignas que pode promover a progressao tumoral por diversas vias diferentes
(Hanahan e Weinber, 2011). A primeira caracteristica facilitadora € especialmente
importante para o presente trabalho, pois estamos estudando uma desregulacao
genética que ocorre em diversos tipos de tumores que leva a uma maior proliferacéo
celular e consequente maior instabilidade dessas células que podem adquirir novas
caracteristicas que contribuem para uma maior agressividade tumoral e pior

prognodstico para os pacientes.
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Por fim, em 2022, Hanahan publicou uma continuacao dessa pesquisa, na qual
expressa que depois dos 11 anos de pesquisa essas quatro caracteristicas
apresentadas podem ser solidificadas como dois novos hallmarks, e duas
caracteristicas facilitadoras, e propde quatro novos “hallmarks emergentes”. (1) o
desbloqueio de plasticidade fenotipica, fazendo mencao as diversas formas que as
células tumorais podem se transformar contribuindo para a diversidade de tipos
celulares formando o tumor, seja por desdiferenciagéo, trasdiferenciagéo ou “bloqueio
de diferenciacdo”, que € a manutencdo da célula em um estado parcialmente
progenitor, e parcialmente diferenciado que pode também tornar-se dormente, com
potencial de reiniciar a expansao proliferativa. (2) Reprogramacao epigenética nao-
mutacional, que pode ocorrer por mudangas no microambiente tumoral que levam a
mudancas amplas no epigenoma, ou pela propria heterogeneidade da regulacéo
epigenética em diferentes tipos celulares. (3) Microbiomas polimérficos, que sdo as
diferentes populac¢des de microbiota que se associam simbioticamente com diferentes
tecidos do corpo, como a epiderme e a mucosa interna, em particular do trato gastro-
intestinal, pulmdo e mama. Estas populacdes podem ter efeitos benéficos ou
deletérios para o desenvolvimento tumoral, progressdo maligna e resposta a terapias
(Dzutsev et al., 2017, Helmink et al., 2019, Deshmukh, 2020). Por fim, (4) células
senescentes aparecem como possiveis facilitadoras do desenvolvimento tumoral,
principalmente pelo mecanismo de secre¢do mediada por senescéncia, que é
responsavel pela liberacdo de diversas proteinas bioativas, como citocinas e
proteases que podem estimular o desenvolvimento tumoral e a progressédo maligna
(Kowald et al., 2020, Wang et al., 2020), além da reintrodugéo ao ciclo celular de
células senescentes por reprogramacao tronco (Lee e Schmitt, 2019, Hanahan,

2022). Toda a discusséo levantada por esse trabalho continuo ilustra a complexidade
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tumoral e os caminhos que podem ser explorados no desenvolvimento de pesquisas
para melhor entender essa doenca. Na Figura 1 estdo ilustrados os hallmarks
originais (Hanahan e Weinberg, 2011), e as 4 novas adicdes do ano passado

(Hanahan, 2022).

Hallmarks emergentes &
caracteristicas facilitadoras

Evasdode

Sinalizacdo proliferativa supressores de -
Sistentada crescimento Destrancando Reproglra}macna'o
plasticidade epigenética ndo-
Evitar fenotipica mutacional
Desregulacdo do destruicio -\
metabolismo imune !
celular
\‘ll
' ‘S'- -Lx‘

Resisténcia a
morte celular
programada

23 Ativacdo de
— " 'g ﬁ « 0.0) imortalidade
f replicativa
Instabilidade Inflamagdo
gendmica e promotora

mutagoes tumoral

senescentes

Indugdo ou Ativagdo de
acessoa invasdoe
vasculatura metdstase

Figura 1. Hallmarks (caracteristicas) de células tumorais que passam pelo
processo de adquirir um fenétipo maligno. Esquerda, caracteristicas originais
propostas em 2011 por Hanahan e Weinberg compostas por oito caracteristicas
centrais e duas facilitadoras. Direita, quatro novas caracteristicas propostas no
trabalho mais recente de Hanahan. Traduzido e adaptado de Hanahan, 2022.

A complexidade biolégica do cancer esta diretamente relacionada com a alta
mortalidade desta doenca. O desenvolvimento do céncer é influenciado pela
combinacdo de fatores de risco genéticos e ambientais, como: idade, sexo, etnia,
estilo de vida e variantes genéticas de susceptibilidade. Na maior parte dos casos o
desenvolvimento dessa doenca heterogénea se da pela combinacdo destes
diferentes fatores, dificultando o desenvolvimento de medidas de prevencédo e

tratamentos eficazes contra todos os tipos tumorais. Os tumores com maior
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mortalidade na populagdo mundial em 2020 foram os de pulm&o, figado e colorretal,
os trés representando pouco mais de 30% de todos os casos da doenca no mundo
(GLOBOCAN 2020). No caso do Brasil, os tipos tumorais mais comuns sao os de
préostata e o de mama (16,4% e 14,9%, respectivamente) (OMS, 2020).

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) compreendem cerca de 1,8%
de todos os tumores malignos no mundo, sendo que 88% dos casos sdo no cérebro
(INCA, 2022). No Brasil, sdo estimados 11.490 novos casos em 2022, representando
5% das novas neoplasias ocorridas no pais (INCA, 2022). No caso de tumores
embrionéarios do SNC, que acometem principalmente criancas de até 4 anos de idade
e jovens adolescentes, a maior parte dos casos sdo tumores malignos (OSTROM et
al., 2020). Dentre os tumores embriondérios, 0 mais comum é o meduloblastoma, um
tumor que se desenvolve a partir do cerebelo e que representa 65,8% de todos os

tumores embrionarios em criancas e adolescentes de 0 a 19 anos de idade.

1.2. Meduloblastoma

O meduloblastoma (MB) foi inicialmente identificado por Bailey e Cushing em
1925 em um experimento envolvendo diferentes corantes quimicos na tentativa de
auxiliar na identificacéo e classificagéo de tumores cerebrais (Bailey e Cushing, 1925).
E o tumor cerebral mais comum em criancas até os quatro anos de idade e a causa
mais comum de mortes pediatricas em decorréncia de cancer (Leto et al., 2016,
ABTA, 2022). Ele se desenvolve no cerebelo em decorréncia da desregulacao de vias
de sinalizacéo celulares que atuam durante o desenvolvimento do SNC (Leto et al.,
2016). Ele é caracterizado pela OMS como um tumor de grau 4, apresentando células
pouco diferenciadas, altamente proliferativas e com capacidade de se espalhar por

todo o eixo cérebro-espinhal. Em grande parte, a sua alta agressividade € devida a
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facilidade das células tumorais se disseminarem pelo liquido cefalorraquidiano,
causando metéstases no neuro-eixo em cerca de 40% dos casos diagnosticados (Lee
et al., 2022). Podem ocorrer metastases fora do SNC também, que sao
frequentemente letais, mas muito raras, ocorrendo apenas em cerca de 1-5% dos
pacientes (Muoio et al., 2011; Kondoff et al., 2015).

Os sintomas mais comuns dos pacientes com meduloblastoma sdo mudancas
no apetite, e sensacdo de maior pressao no cérebro, como por exemplo dores de
cabeca, nausea, vomitos, tontura e problemas de coordenacao. Além disso, outros
sintomas que podem ocorrer também sédo fadiga, irritabilidade e outras mudancas
comportamentais (ABTA, 2022). O tratamento padrdo ouro consiste na remocgao
cirirgica maxima do tumor, seguida de radioterapia e quimioterapia (principalmente
cisplatina, vincristina, lomustina e ciclofosfamida) para criancas acima de 3-4 anos,
devido aos riscos que a terapia de radiacdo oferece para o cérebro em
desenvolvimento. Porém, mesmo com o uso de formas agressivas de tratamento, o
meduloblastoma continua sendo uma doenca incuravel, onde o0s pacientes
apresentam uma sobrevida média de aproximadamente 30 anos (considerando todos
0s subtipos). Ainda, os pacientes que sobrevivem a doencga e aos tratamentos podem
apresentar diversas sequelas neuroldgicas, incluindo transtornos convulsivos e
ototoxicidade ou precisarem de um procedimento para drenagem de fluido cérebro-
espinhal dos ventriculos, chamado de derivacao ventriculo-peritonial (Fouladi et al.,
2005)

Em seu trabalho, Fouladi e colaboradores analisaram os efeitos de algumas
terapias mais agressivas (radioterapia, radioterapia local, irradiacao cranio-espinhal e
guimioterapia com uma combinacdo de drogas como ciclofosfamida, vincristina,

etoposida e compostos de platina) em pacientes com tumores do SNC de até 3 anos
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de idade, e relataram que existe um impacto na qualidade de vida dessas pessoas
(Fouladi et al., 2005). De fato, em um grupo de 16 pacientes vivos depois de 10 anos
de tratamento, apenas um deles ndo precisou de educacao especial, apenas um
trabalhava independentemente, e nenhum se casou (Fouladi et al., 2005; Kiltie et al.,
1997). Essa proporcéao foi bem maior do que para pacientes de ependimoma, outro
tumor do SNC, dos quais 71% nao necessitam de educacéo especial, em comparacéo
com 20% para pacientes de meduloblastoma (Hoppe-Hirsch et al., 1995). Em 2004,
Zebrack e colaboradores avaliaram 1.101 sobreviventes de tumores pediatricos
diagnosticados até 18 anos de idade, e reportaram que 74% deles estavam
empregados, 63% graduaram o ensino médio e 74% nao se casaram (Zebrack et al.,
2004), mostrando que pacientes de meduloblastoma apresentam consequéncias
mais severas em relacdo a média dos pacientes de tumores do SNC. Sem duvidas,
utilizar terapias mais brandas em pacientes com tumores muito agressivos como o
meduloblastoma aumentam a chance de recidiva tumoral, diminuindo drasticamente
a sobrevida desses pacientes. Deveras, 0s principais fatores que dificultam a resposta
ao tratamento e o desenvolvimento de novas terapias para combater o
meduloblastoma s&o o alto grau de heterogeneidade celular e molecular (Silva et al.,

2017; Louis et al., 2007).

1.2.1. Classificagcdo molecular do meduloblastoma

Originalmente, o meduloblastoma era dividido em 4 subgrupos moleculares:
Grupo WNT, Grupo SHH, Grupo 3 e Grupo 4 (Northcott et al., 2011), que possuem
diferentes prognosticos, taxas de metastase e se desenvolvem diferentemente.
Dentro dessa classificacéo, o subtipo WNT € o mais frequente e o subtipo Grupo 4 &

0 mais mortal.
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Um estudo mais recente sugere a divisdo do meduloblastoma em sete
subgrupos moleculares primarios da doenga (Schwalbe et al, 2017), ilustrados na
Figura 2, com as respectivas taxas de incidéncia e sobrevivéncia. Esse tipo de
caracterizacao reforgca a complexidade do cancer: sédo sete mecanismos distintos para
diferentes desenvolvimentos da mesma doenca, com uma variedade de possiveis
genes-alvo envolvidos. Isso ilustra também a importancia do avanco das pesquisas
cientificas nesta area para maior rapidez de diagndstico, melhor tratamento de

pacientes, com diferentes alvos terapéuticos e melhoria de prognoésticos.
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Figura 2. Subtipos de Meduloblastoma. Esquema representando os 7 subgrupos
de meduloblastoma sugeridos por Schwalbe e colaboradores mostrando diferentes
dados como incidéncia populacional, fatores clinicos, aspectos moleculares, e vias
conhecidas associadas aos diferentes subgrupos - Adaptado de Schwalbe et al.
(2017).

Podemos observar que os pacientes que apresentam meduloblastoma

associado ao grupo WNT séo os pacientes com melhor prognostico (cerca de 72%
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de taxa de sobrevivéncia), menor risco de metastase (apenas 3%) e correspondem a
cerca de 10% de todos os casos de meduloblastoma (Schwalbe et al., 2017). Aqueles
pertencentes ao grupo Sonic Hedgehog (SHH) compreendem cerca de 30% dos
casos de meduloblastoma, e séo divididos em dois subgrupos baseados em idade,
sendo o SHH-infant composto criangas até 4 anos e o SHH-child maiores de 4 anos
de idade. Estes pacientes apresentam um progndstico médio, oscilando entre 46-58%
de taxa de sobrevivéncia apds 10 anos. Ambos os subgrupos 3 e 4 foram divididos
em “Alto risco” e “Baixo risco”, e s&o os subgrupos com maior diversidade molecular
de causas para seu desenvolvimento, principalmente o Grupo 3, com amplificacéo de
MYC, e alta instabilidade gen6mica, que pode ser observada na figura ilustrando as
perdas e ganhos cromossomicos. Os pacientes de alto risco apresentam uma taxa de
sobrevivéncia significativamente menor (36% para o Grupo 4 e 22% para o0 Grupo 3)
do que aqueles com baixo risco, que apresentaram taxas de sobrevivéncia similares
as do grupo WNT, em torno de 69-72% (Schwalbe et al., 2017).

Neste mesmo trabalho, Schwalbe e colaboradores mostraram pela primeira
vez que a desregulacéo da via Hippo, perdendo sua funcéo de inibidora dos fatores
YAP/TAZ, esta diretamente relacionada a um subgrupo especifico de
meduloblastoma (Schwalbe et al., 2017). Este subgrupo se insere no grupo de Sonic
Hedgehog (SHH) para criancas de 0 a 4 anos de idade com uma taxa de
sobrevivéncia de cerca de 58% e taxa de metastase de cerca de 28%. Apesar da
relacdo com a Via Hippo ter sido definida, ainda existem poucos estudos em
meduloblastoma para melhor entender a contribuicAo dessa via para o

desenvolvimento dos tumores.
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1.3. Viade sinalizacdo Hippo

A Via Hippo é uma via de sinalizacéo celular que foi primeiramente descrita em
Drosophyla, e esta altamente conservada em mamiferos. Ela foi inicialmente descrita
como a responsavel pela regulacdo do crescimento de Orgdos durante o
desenvolvimento e associada ao reparo tecidual no adulto, mas posteriormente foi
também relacionada ao processo de tumorigénese (Dong et al., 2007; Harvey, Zhang,
& Thomas, 2013; Johnson & Halder, 2013; Zhao, Tumaneng, & Guan, 2011). Como
representado na Figura 3, a via Hippo é estimulada por fatores que se encontram ou
interagem com juncdes de adesdo e oclusédo, desencadeando uma cascata de
fosforilagdes. Nessa cascata encontram-se alguns de seus componentes principais
como, em humanos, a proteina serina/treonina-quinase 3 (Mst2), associada a
proteina Salvador (Savl), que fosforila a Large tumor suppressor kinase (Lats 1 e 2).
Estes, por sua vez, fosforilam e inibem o efetor final da via, a Yes-Associated Protein
(YAP), e seu co-fator PDZ-binding motif (TAZ), impedindo que estes fatores consigam
entrar no nucleo. Quando YAP e TAZ conseguem entrar no ndcleo, eles se associam
a proteinas do grupo TEAD (fatores potenciadores de transcricdo TEF) levando a
transcricdo de determinados genes. A Via Hippo age, portanto, como uma reguladora
negativa de YAP e TAZ que, por sua vez, controlam o crescimento e desenvolvimento

dos orgéaos, regulando primordialmente a proliferacdo celular (Zhao et al., 2011).
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Figura 3. Via Hippo de sinalizacdo em Drosophyla e mamiferos. Esquema da via
Hippo, mostrando sua estimulacdo mecanica inicial associada a membrana e juncoées,
e o0 eixo central que culmina na inibicdo dos fatores de transcricdo YAP e TAZ -
Adaptado e traduzido de Zhao et al. (2011).

Como observado na Figura 3, existem homologos para todos 0s componentes
dessa via em mamiferos, e os novos reguladores foram descritos. Um estudo
importante sobre a atuacdo da via Hippo em mamiferos observou que a
superexpressdao de YAP em células hepaticas de camundongos provocou um
aumento da proliferacdo destas células, culminando no aumento do tamanho do

orgao seguido de formagéo de tumores (Dong et al., 2007).
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Devido a sua atuacao durante o desenvolvimento e na regulacdo do tamanho
dos érgaos, a via Hippo também é relacionada as células-tronco. Lian e colaboradores
estudaram o efeito de YAP e TAZ no comportamento de células-tronco de
camundongos. Eles demonstraram que o silenciamento de YAP em células-tronco
embrionérias causa reducdo da pluripoténcia destas células, enquanto que a
superexpressao de YAP impede a diferenciacdo e leva a uma maior reprogramacao
de células-tronco induzidas (Lian et al., 2010). Outros estudos sobre a influéncia de
YAP e TAZ sobre as células-tronco também mostram que estes conferem capacidade
proliferativa e inibem a diferenciacéo destas células (Cao, Pfaff, & Gage, 2008; Harvey
et al., 2013; Tamm, Bower, & Annerén, 2011) e ainda mostram que a deplecdo de
outro componente da via, como LATS, pode melhorar a formacdo de células

pluripotentes induzidas (Qin et al., 2012).

Conforme citado anteriormente, desregulacdes associadas a esta via podem
levar a hiperplasia de um érgao e, se continuada, a tumorigénese (Dong et al., 2007;
Halder & Camargo, 2013; Harvey et al., 2013; Johnson & Halder, 2014). YAP e TAZ
sdo dois fatores de transcricdo que regulam a expressdo de diversos genes
relacionados a proliferacdo celular e protecdo contra apoptose, como c-myc,
survivina, Sox2, CTGF e cyr6l, e a hiper-ativacdo desses fatores vem sendo
associada a diversos tipos de céancer. Zhang e colaboradores mostraram em seu
trabalho que a inibicdo de Merlin (Nf2), um dos iniciadores da via Hippo, esta
associada a formacéao de tumor no figado de camundongos, e verificaram em seguida
gue a delecdo do gene de YAP especificamente no figado suprimiu a formacao do
tumor quando feita simultaneamente a inibicdo de Merlin (Zhang et al., 2010). O
estudo da via em diferentes tumores mostrou que esta parece estar inativada

enquanto ocorre o aumento da atividade de YAP e TAZ (Harvey et al., 2013; Hiemer,
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Szymaniak, & Varelas, 2014; Xia et al., 2014) (Figura 4).

Além da Via Hippo, ja foram descritas algumas outras formas de regulagéo de
YAP e TAZ, como: mecanotransducéo, rotas metabolicas e outras vias de sinalizacdo
como a via de WNT/B-catenina (Wu et al., 2022). Isso destaca a importancia de se
aprofundar no funcionamento desses mecanismos, e de buscar a relagdo desses
novos genes de interesse com genes classicos jA bem descritos que possuem
funcdes similares. Um dos genes que pode estar relacionado com a regulagéo de
YAP ¢é o gene codificador de OCT4, ja que existem fortes evidéncias que estes dois
fatores de transcricdo co-regulam a expressdo de Sox2 (Bora-Singhal et al., 2015),
outro gene muito importante na manutencdo do fendtipo tronco das células e que
também é um regulador de OCT4. Outros trabalhos, como o de Basu-Roy e
colaboradores e Seo e colaboradores, mostram em linhagens de osteossarcoma uma
regulacao da Via Hippo pelo proprio Sox2 para aumentar atividade de YAP, ao agir
2013), e essa antagonizacdo da Via Hippo resulta numa manutencao do fenétipo
tronco nas células tumorais afetadas. De fato, diversas vias de sinalizacdo que
controlam o fendtipo tronco se auto-regulam transcricionalmente, como a interacao
entre OCT4, Sox2 e Nanog (Jaenisch et al., 2008. Kellner et al., 2012), tornando

plausivel a hipétese que OCT4 possa controlar a expressao de YAP.

1.4. Fator de transcricdo OCT4

OCT4 ganhou muita atencdo em 2006 por ser um dos quatro fatores de
Yamanaka, que sao genes descritos como 0s mais importantes para a reprogramacao
de células somaticas na geracdo das células pluripotentes induzidas (iPSCs)

(Takahashi e Yamanaka, 2006), sendo considerada indispensavel para este processo
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(Jerabek, Merino, Scholer, & Cojocaru, 2014; Pardo et al., 2010; Shi & Jin, 2010). O
OCT4 foi primeiramente descrito em camundongos, codificado pelo gene Pou5f1,
como um fator de transcricdo especifico de células-tronco embrionéarias e células
germinativas (Palmieri et al., 1994). Durante o desenvolvimento, o OCT4 ¢ altamente
expresso nas células embrionarias pluripotentes, mas sua expressao cai rapidamente
durante a diferenciacdo celular, e foi mostrado que existe uma relagcdo entre a
guantidade de OCT4 expresso e a determinacgao do tipo celular a ser formado (Shi &

Jin, 2010).

Além de diversos fatores regularem a expressdo de OCT4 (incluindo
mecanismos epigenéticos), tanto no nivel genético quanto proteico, o OCT4 também
possui muitos parceiros de transcricdo na regulacdo de genes responsaveis pela
manutencdo de pluripoténcia (Shi e Jin, 2010). Entre estes parceiros, o melhor
caracterizado € 0 SOX2, e seu complexo junto com OCT4 leva a expresséao de genes
responsaveis por pluripoténcia e autorrenovacdo, e inclusive a manutencdo da
expressao do préprio OCT4. Além disso, também reprimem a expressédo de genes
responsaveis pela diferenciacéo celular (Shi e Jin, 2010). Em outro trabalho do nosso
grupo, Silva e colaboradores demonstraram que linhagens de meduloblastoma
apresentando superexpressao da isoforma OCT4A possuiam maiores capacidades
de autorrenovacao, geracado de esferas tumorais e de invasdo, se mostrando mais
agressivas do que as linhagens com niveis normais de expressao. Quando testados
in vivo, camundongos que foram inoculados com células superexpressando o OCT4A
apresentaram taxas reduzidas de sobrevivéncia e desenvolveram metastases mais

rapidamente (Silva et al., 2017).

Rodini e colaboradores mostraram em seu trabalho que pacientes pediatricos
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de meduloblastoma apresentaram maior expressdo do marcador de célula-tronco
neural CD133, e dos marcadores de pluripoténcia Lin28 e OCT4 (Rodini et al., 2011).
Nessas amostras, porém, o OCT4 estava expresso de forma mais esporadica, sendo
detectavel apenas em 48% dos tumores, mas foi observado que sua alta expressao
estava diretamente correlacionada com o pior prognéstico dos pacientes. A diferenca
da média de tempo de sobrevivéncia entre pacientes que apresentavam baixa
expressédo de OCT4 em comparagdo com 0S que apresentavam alta expressao, foi
de 153 meses para 0s com alta expresséo (12 anos e 9 meses) e 6 meses para 0s
com baixa expressao, ilustrando o OCT4 como um bom marcador prognéstico em
meduloblastoma (Rodini et al., 2011). Resultados similares também foram
observados em tumores no figado e tumores neuroblésticos, com maior expresséao
de OCT4 levando a uma pior chance de sobrevivéncia e maior agressividade tumoral

(Monferrer et al., 2019, Dong et al., 2012)

Em humanos, esse fator possui trés transcritos; OCT4A, OCT4B e OCT4B1, e
guatro isoformas proteicas; OCT4A, OCT4B-190, OCT4B-265, e OCT4B-164 (Wang
et al., 2010). Neste projeto estaremos investigando o OCT4, mas tentando focar na
isoforma OCT4A a mais similar com o modelo murino (cerca de 87% de identidade
na sequéncia de aminoacidos) e a Unica capaz de manter o fendtipo tronco nas
células pluripotentes embrionarias (Jerabek et al., 2014; Shi & Jin, 2010). A isoforma
OCT4B nao é de tanto interesse no estudo das células-tronco tumorais, visto que
desempenha papel relacionado a resposta ao stress celular (Wang et al., 2010). Por
ser a isoforma descrita mais recentemente, ainda ndo é muito clara a funcao de
OCT4B1, apesar de inicialmente parecer poder ser outro marcador de fenotipo tronco.
Na Figura 4 estdo ilustradas as diferentes isoformas de OCT4, e os transcritos

resultantes de splicing alternativo.
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Figura 4. Transcritos alternativos do gene Pou5f1. Representacéo do gene Pou5fl
e seus diferentes transcritos resultantes de splicing alternativo: OCT4A, OCT4B e
OCT4B1. Adaptado de Jerabek et al., (2014).

A grande similaridade entre os diferentes transcritos de OCT4 contribui para
uma crescente complicagdo no estudo desse fator de transcricdo, pois muitos
trabalhos reportam seus resultados sem indicar sobre qual dos transcritos estao se
referindo, ou usando marcadores generalistas para OCT4. Isso resulta em uma
confusdo sobre as diferentes fungcdes entre esses transcritos, que acabam sendo
atribuidas ao OCT4 como um todo (Kotoula et al., 2007, Liedtke et al., 2008, Wang et
al.,, 2010, Xu et al., 2015). Um exemplo disso sdo trabalhos que contestam a
confiabilidade de OCT4 como um marcador de pluripoténcia, ao apresentarem
resultados indicando altas expressfes desse gene em linhagens celulares mais
diferenciadas, como células-tronco de adulto, certas linhagens tumorais, células
mononucleares de sangue periférico, entre outras (Liedtke et al., 2008). E preciso ter
cautela no estudo desse gene, e clareza sobre qual isoforma esta sendo observada,

principalmente em células diferenciadas, onde a expressao de OCT4B pode aparecer
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como um falso positivo de OCT4A.

Visto que a atividade de OCT4 é indispensavel na manutencéo de das células-
tronco, e que sua atividade pode estar sendo regulada pelo YAP cuja atividade é
exacerbada em tumores, € interessante investigar os exatos mecanismos regendo a
tumorigénese pela desregulacdo da Via Hippo, e se os efeitos como o aumento da
agressividade tumoral e presenca de células-tronco tumorais sdo decorrentes de uma
comunicagédo entre OCT4 e YAP, e como a falta de um ou de outro afeta o fenétipo

tronco das linhagens tumorais de meduloblastoma.

1.5. Células-tronco Tumorais

Primeiro descritas como “células iniciadoras de tumor” (Lapidot et al., 1994),
as células-tronco tumorais séo células tumorais com propriedades de células-tronco,
tais como: capacidade de autorrenovacgéo, maior potencial de diferenciacédo, e maior
potencial tumorigénico. Em seu trabalho, Lapidot e colaboradores identificaram e
isolaram pela primeira vez uma populacdo especifica de células tumorais de
Leucemia Mieloide Aguda que eram capazes de iniciar a formagdo de tumor em
camundongos imunossuprimidos, em contraste com o resto das células que possuem
baixa capacidade proliferativa (Lapidot et al., 1994).

A partir desse trabalho, muitas outras evidéncias da presenca dessas células
comecaram a ser reportadas, como em cancer de mama (Al-Hajj et al., 2003) e
tumores cerebrais (Singh SK et al., 2003, Gilbertson e Rich, 2007). Com esses
trabalhos também comecaram a ser elucidados alguns dos marcadores para
identificacdo dessas células, tais como CD34, CD44, CD24, CD29, CD90 e um
classico de tumores cerebrais, 0 CD133 (Yin et al., 1997, Uchida et al., 2000, Mizrak

et al., 2007). As populacdes celulares com fendtipo tronco sédo populagdes
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enriquecidas para esses genes, e podem ser possiveis alvos para auxiliar no
desenvolvimento de novas terapias.

Ainda n&o é totalmente elucidada a origem das células-tronco tumorais, mas
uma das teorias mais aceitas é de que elas surgem a partir de células
progenitoras/tronco normais que adquirem a habilidade de formar tumores apoés
alguma mutacédo genética ou alteracdo ambiental (Hanahan e Weinberg, 2011, Yu et
al., 2012). Outra teoria defende que elas surgem a partir de células somaticas normais
que adquirem caracteristicas de células-tronco e comportamento maligno apés
alguma mutacao genética ou alteracdo em proteinas (Visvader e Lindeman, 2008, Yu
et al., 2012).

Essas populagbes celulares sdo importantes no estudo de cancer por seu
papel na metastase, visto seu alto potencial de invasdo, e por sua capacidade de
gerar uma populacdo tumoral muito heterogénea (Hanahan e Weinberg, 2011.
Hanahan, 2022). De fato, a heterogeneidade tumoral € um dos principais
dificultadores para tratamento do cancer principalmente por aumentar a complexidade
na determinacdo de alvos terapéuticos e por causa dos diferentes tipos celulares
responderem desigualmente aos tratamentos convencionais (Yu et al., 2012; Ayob et
al., 2018; Chang, 2016). Por isso, torna-se importante desenvolver tratamentos que
tenham como alvos essa populacédo mais reduzida de células (até 25% da populacdo
tumoral) (Yu et al., 2012), para inviabilizar a renovagao tumoral.

Uma técnica in vitro que se mostrou muito eficiente em ajudar a estudar essas
células-tronco tumorais € a cultura de esferas tumorais, que sdo culturas celulares
tridimensionais, nas quais as células crescem em suspenséo, formando aglomerados.
Esse tipo de cultivo celular se mostrou muito eficiente em enriquecer a populacéo de

células com células-tronco tumorais (Silva et al., 2017; Venugopal et al., 2012). Esse
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protocolo mimetiza melhor o ambiente in vivo no qual o tumor se desenvolve, que é
um ambiente 3D, ndo bidimensional como o representado por cultivos em
monocamada (Yamada & Cukierman, 2007). Silva e colaboradores demonstraram
também que linhagens de meduloblastoma cultivadas em meio de neuroesfera,
formando o0s aglomerados, expressaram mais marcadores de células
neuroprogenitoras, como o CD133", do que culturas de células aderentes em
monocamada, cultivadas em meio com soro (Silva et al., 2017). Panosyan e
colaboradores também mostraram que a capacidade de células tumorais de formar
esferas autorrenovadoras e com capacidade de diferenciacdo representa um pior
progndstico para os pacientes com tumores embrionarios dos quais estas células
foram extraidas, incluindo em pacientes com meduloblastoma (Panosyan et al.,
2010). Por fim, em dados nado publicados do nosso grupo pesquisa, verificamos que
a inibicao da expresséao de YAP com o composto visudyne (popularmente conhecido
como Verteporfina) em células de meduloblastoma reduz drasticamente a capacidade

dessas células formarem esferas tumorais (Cortez et al, 2023 — em preparacéo).
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2. Justificativa e objetivos

O meduloblastoma € um tumor pediatrico maligno do SNC que apresenta alta
mortalidade nos pacientes que o possuem. Resumidamente, essa agressividade
deriva da ineficacia dos tratamentos disponiveis devido a heterogeneidade celular e
molecular desses tumores. Essa heterogeneidade é, em grande parte, mantida pela
ativacao de vias de sinalizacao responséaveis pela manutencao do fenétipo tronco nos
tumores, como os efetores da Via Hippo (i.e. YAP e TAZ) e o fator de transcricdo
OCT4. De fato, entender como essas vias se correlacionam e se auto-regulam é de
extrema importancia para o melhor entendimento do meduloblastoma com o propésito
de desenvolver novas formas de terapias no futuro. Desta forma, o objetivo principal
deste trabalho € entender melhor a relag&o entre a Via Hippo, e seu efetor final, YAP,
e a atividade da proteina OCT4 - descrita extensivamente como um regulador central
da manutencdo da pluripoténcia em células-tronco, e também anormalmente
expressa em células-tronco tumorais (Shi & Jin, 2010) - em linhagens de
meduloblastoma. Também avaliaremos a importancia da proteina OCT4 para a
agressividade e autorrenovacdo de células de linhagens de meduloblastoma que
possuem diferentes niveis de expressao da proteina YAP. Com isso esperamos
comparar se as diferencas fenotipicas observadas com a diferente expressao de YAP
séo resultado apenas da sua propria expressao, ou se existe uma interagcdo mais
complexa entre YAP e esse gene mais estabelecido como importante fator envolvido

no fendtipo tronco de células normais e tumorais.
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2.1. Objetivos especificos

a) Avaliar a expressdo de OCT4 em linhagens de meduloblastoma com
diferentes niveis de YAP.

b) Silenciar o gene codificador de OCT4 em linhagens de meduloblastoma com
diferentes niveis de expressao de YAP, avaliando o impacto na capacidade
de formacéao de esferas tumorais. As células descritas em “a” foram submetidas
ao silenciamento de OCT4 pela técnica de RNA de interferéncia (RNAI). Foram
utilizadas trés sequéncias de siRNA, sendo uma sequéncia controle (Duplex CT)
e trés sequéncias para o silenciamento transitorio de OCT4 (Duplex A e Duplex
C). Apds, os niveis expressos dos genes codificadores de OCT4 e YAP, além dos
genes alvo da via Hippo Cyr61, Birc5 e CTGF foram avaliados por RT-qPCR.
Também avaliamos os niveis proteicos de OCT4 por Western Blot. Por fim,

analisamos o impacto da combinacdo das alteracdes CRISPR-YAP e siRNA-

OCT4 na formacdao de esferas tumorais.
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3. Material e Métodos

3.1. Culturade Células

Foram utilizadas neste estudo duas linhagens de meduloblastoma humano; a
linhagem comercial Daoy (ATCC), caracterizada por ser meduloblastoma do tipo
SHH, com deficiéncia de TP53, um conhecido supressor tumoral (Ilvanov et al., 2016)
e a linhagem derivada de paciente USP13-Med (Silva et al., 2015), caracterizada
como meduloblastoma do Grupo 3/ 4. As células foram cultivadas em meio Minimum
Essencial Medium (MEM) (Lifetechnologies) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB, Gibco), 1% de antibiético (Pen-Strep, Gibco) e Normocin (InVivoGen).
Sao linhagens aderentes aos frascos de cultura e foram subcultivadas ao atingirem
cerca de 80% de confluéncia, ao menos duas vezes por semana. Os subcultivos em
todas as linhagens foram realizados com uso de tripsina (Gibco), mantida por 5-10
minutos a 37°C, e entdo neutralizada com o meio para re-plagueamento. Todas as
culturas foram mantidas em condi¢des padréo (37°C, com 95% umidade e 5% de
CO2) e foram testadas quanto a contaminacao por Micoplasma periodicamente com
o kit MycoAlertPLUS (Lonza). Células das linhagens de meduloblastoma Daoy e
USP13-Med foram previamente transformadas pela técnica de CRISPR-Cas9 para
extinguir a expressao dos genes YAP no projeto de pés-doutoramento da Dra. Beatriz
Cortez (Cortez et al., 2023 — em preparacao). Apds o processo de clonagem, foram
isolados pelo menos 3 clones de cada linhagem, sendo um controle (expressando
altos niveis de YAP) e o restante com auséncia de expressao de YAP. As células
usadas para a linhagem Daoy foram: Daoy C1 (controle com expressao normal de
YAP), Daoy yc21 (sem expressao de YAP, aqui referida como YAP-KO) e Daoy
yc21t19 (sem expressao de YAP e baixa expressao de TAZ, aqui referida como YAP-

KO+TAZ-KD) e para a linhagem USP13-Med foram: USP13 C12 (Controle), USP13
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ycl4 (aqui referida como YAP-KOA) e USP13 yc20 (aqui referida como YAP-KQOB),

ambas sem expresséao de YAP.

3.2. Formacgéao de Esferas Tumorais

Para o cultivo de esferas tumorais foi utilizado o meio Dulbecco's Modified
Eagle Medium/F12 (DMEM/F12), suplementado com Epidermal Growth Factor (EGF,
Prepotech), Fibroblast Growth Factor (FGF, Prepotech), N-2 e B-27. Cada 50mL de
meio para neuroesferas sao utilizados 48,5mL de DMEM/F12, 1mL de B-27 50x
(Gibco), 500uL de N-2 100x (Gibco) e 10uL de EGF (Prepotech) e FGF (Prepotech,
concentracdo final 20 ng/ml). As células foram cultivadas em placas de 96 pocos
tratadas para impedir a adesao celular (Ultra-Low Attachment, Corning). O volume
total de meio para cada poco foi de 100 pL.

As células de cada linhagem foram tripsinizadas e o volume de células
necessario para plagueamento foi determinado ap6s contagem do nimero de células
utilizando o contador Countess Il FL, Life Technologies. Para as linhagens Daoy e
USP13-Med foram utilizadas 10* células por poco, e as fotos foram tiradas usando o
microscopio Evos apoés 4 e 7 dias de cultivo. Para a contagem do nimero de esferas

e medida de seus tamanhos foi usado o programa ImageJ (NIH).

3.3. Tratamento com RNA de interferéncia para o silenciamento de OCT4

Os duplex de RNAs de interferéncia (RNAIi) foram adquiridos pela empresa
OriGene. A diluicéo inicial foi feita conforme o protocolo fornecido pela empresa, no
gual os Duplex foram preparados na concentracdo final de 20 pM. Para este
experimento foi utilizado uma sequéncia Duplex Controle (Duplex CT) e trés

sequéncias para o silenciamento de OCT4 (Duplex A-C). A metodologia utilizada para
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o silenciamento de OCT4 nas células de meduloblastoma foi baseado em um
protocolo previamente publicado com linhagens tumorais de mama com as mesmas
sequéncias de Duplex (Nguyen et al., 2019), realizando duas transfeccOes
sequenciais com o RNAI, totalizando 5 dias de experimento. Resumidamente, as
células foram plaqueadas no dia 1 em placas de 6 wells com meio normal, para um
total de 10° células por poco. No dia 2 foi feita a primeira transfeccdo, com a
concentracédo de RNAI de 20nM para as Daoy, e 10 nM para as USP13-Med. Essa
diluicdo é feita seguindo o protocolo da Lipofectamina usada, a Lipofectamina
RNAIMAX, ThermoFisher. No dia 3 é realizada a troca desse meio para uma segunda
transfeccdo idéntica, e as células crescem até o dia 5 quando séo tripsinizadas para
a extracdo de RNA ou proteina.

Para o mix de transfeccao, é usado 150uL de Opti-MEM (1x) (Gibco), com 3pL
ou 1,5uL de RNAi a 2uM, e 150uL de Opti-MEM com 5puL de Lipofectamina por pogo
(a variacdo na quantidade de RNAI depende da concentracao final desejada, 3L para
20nM e 1,5uL para 10nM). Ambos os mix sédo misturados e o mix final é incubado por
cerca de 15 minutos antes de ser administrado sobre as células. Para cobrir a area
do poco inteiro e evitar que o po¢o seque no periodo da transfecc¢édo, € adicionado um
minimo de meio Minimum Essencial Medium (MEM) (Lifetechnologies) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), sem antibidtico. As células controle receberam
a mesma concentracdo de duplex controle que as células tratadas com RNAIi. Apos
uma primeira transfeccéo, optamos por néo utilizar o duplex B por ndo apresentar um

efeito inibitorio de OCT4 tdo pronunciado quanto os duplexes A e C.
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3.4. Extracao de RNA

A lise das células controle e tratadas para obtencdo de RNA foi realizada
sempre no quinto dia apos o inicio do tratamento, seguindo-se o protocolo do RNEasy
MiniKit (Qiagen Inc). As células cultivadas em monocamada foram tripsinizadas e
centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. O pellet foi entdo ressuspendido em 2mL de
PBS e centrifugado novamente. Durante esta centrifugacao foi preparada a solugao
para lise das células com 350 pL de tampéo RLT Lysis Buffer (Qiagen) e 3,5 pL de B-
mercaptoetanol. Apés a centrifugacdo, todo o PBS foi removido e o pellet
ressuspendido vigorosamente na solugdo de lise. As amostras foram entao
armazenadas a -80° C ou utilizadas imediatamente para as etapas seguintes do
protocolo de extracdo de RNA. Para obtencdo do RNA das amostras, em termos
gerais, a solucdo contendo as células lisadas foi misturada com 350 uL de etanol
70%, e centrifugada em uma coluna com afinidade a 4cido nucleicos fornecida pelo
préprio fabricante do Kit. A partir deste momento segue-se etapas de centrifugacao
da coluna com diferentes tampdes, como uma forma de lavagem para a purificacao
do RNA da amostra. Apos estas lavagens, foi usada uma solucdo de DNase | em
Buffer RDD para degradacdo do DNA presente na coluna de extracdo. ApGs mais
algumas lavagens, foi realizada a eluicdo do RNA com agua RNase-Free (entre 30 e
50 pL dependendo da quantidade da amostra). A concentracdo de RNA foi entéo
verificada pelo espectrofotdmetro Nanodrop a 260 nm. A pureza do RNA foi verificada
pela razdo de absorbéncia 260/280. Uma razdo aproximada de 2.0 é considerada

“‘pura” para amostras de RNA.
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3.5. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA é realizada a partir de um céalculo de quanto da amostra de
RNA obtida na extracdo € necesséria para se obter 1 ug de RNA. Em um tubo de 0,2
mL foi colocado esta quantidade de RNA, 1 pL de Oligo dT a 50 uM (Life
Technologies), 1 yL de dNTP Mix a 10 mM (Life Technologies) e completado para 13
ML com &gua tratada com Dicarbonato de Dietila (Agua DEPC) (Life Technologies). A
solucao foi incubada em termociclador por 5 minutos a 65°C e 1 minuto a 4°C. Apés
a incubacao, foram adicionados 1 pL de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor (Life technologies), 1 puL de Superscript® Il Reverse Transcriptase (Life
Technologies), 1 pL de ditiotreitol (do inglés Dithiothreitol, DTT) a 0,1 M (Life
Technologies) e 4 uL de 5X First-Strand Buffer (Life Technologies). O cDNA foi obtido
apos o seguinte ciclo: 60 minutos a 50°C, 15 minutos a 70°C e 1 minuto a 4°C. As
amostras séo entdo armazenadas a -20°C até a realizagdo dos experimentos de RT-

gPCR (do inglés Reverse Transcriptase Quantitative Polimerase Chain Reaction).

3.6. PCRem Tempo Real

Para cada reacao de PCR quantitativo (QPCR) foi utilizado 1 pL de cada primer
a 10uM, 2 uL de amostra de cDNA (totalizando 10 ug de material genético), 8,5 uL de
agua (DEPC) e 12,5 pyL de Power SYBR Green Master Mix 2X. Os alvos testados
foram OCT4, OCT4A, YAP, Sox2, Birc5, Cyr61 e CTGF, e todos os primers foram
adquiridos da empresa Integrated DNA Technologies (IDT). As sequéncias usadas,
assim como as temperaturas de anelamento (TA) usadas estédo a seguir:
Sox2
Forward - CCA TCC ACA CTC ACG CAA AA

Reverse - TAT ACA AGG TCC ATT CCC CCG  TA: 64°C
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YAP

Forward - TGT CCC AGA TGA ACG TCA CAG C

Reverse - TGG TGG CTG TTT CAC TGG AGC A TA: 62°C
OCT4

Forward - TCC CAT GCA TTC AAA CTG AGG

Reverse- CCA AAA ACC CTG GCA CAA ACT TA: 62°C
OCT4A

Forward - TCG CAA GCC CTC ATT TCA CCA

Reverse - GGACTC CTC CGG GTT TTG CT TA: 64°C
Birc5

Forward - AGGACCACCGCATCTCTACA

Reverse - TTTCCTTTGCATGGGGTCGT TA: 62°C
Cyrel

Forward - AAGGAGCTGGGATTCGATGC

Reverse - CTTGCCCTTTTTCAGGCTGC TA: 62°C
CTGF

Forward - ATG ATG CGA GCC AAC TGC CTG

Reverse - CGGATG CACTTTTTG CCCTTC TTAA TA:68°C
GAPDH

Forward - GCA TCC TGG GCT ACACTG A

Reverse - CCACCACCC TGT TGC TGT A TA: 62°C

Para cada gene foi realizado o experimento em triplicata (3 reacdes por
amostra controle e 3 reacdes por amostra tratada). As reacdes foram feitas no
equipamento 7500 PCR REAL TIME SYSTEM (Applied Biosystems), usando o
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reagente PowerSYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) atentando para
as diferentes temperaturas de anelacdo dos primers. Na analise dos resultados, a
expresséo dos genes de interesse foi quantificada utilizando uma curva padréo para
cada gene, normalizada pela expressdao de GAPDH, e para apresentacdo dos
resultados o valor da amostra controle foi considerado 1. Nos ndo fomos capazes de
detectar a expressao da isoforma OCT4A e Sox2 em nenhuma das linhagens,

provavelmente devido as suas baixissimas expressées em células diferenciadas.

3.7. Extracao de proteina e quantificacdo por BCA

A lise das células transfectadas controle e silenciadas para obtencdo de
proteinas foi realizada também sempre no quinto dia apds o inicio do tratamento com
o RNAI para OCT4. Para isso, as células foram ressuspendidas em 100-300uL de
RIPA Buffer (Sigma-Aldrich) com inibidor de protease-fostatase e transferidas para
Eppendorfs de 1,5 mL. As células foram entdo sonicadas em gelo por cerca de 15
minutos enquanto a centrifuga € preparada para estar a 4°C. Apds sonicar, as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 15000 RPM, e o sobrenadante foi
transferido para novos eppendorfs. Neste ponto as amostras foram ser armazenadas
a -80°C.

Para a quantificacdo proteica das amostras, foi usado o Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (ThermoFisher Scientific- REF 23227) seguindo o protocolo disponibilizado
pela empresa. Primeiro sdo preparados os 9 Standards que servirdo de padrao para
a deteccéo de proteinas, em diluicdo seriada de Albumina (BSA), em concentracdes
desde 2000ug/mL até o controle Branco (Opug/mL). A seguir é seguida a formula no
protocolo para preparar o Reagente de Trabalho que sera o meio onde as proteinas

serdo quantificadas (incluindo as Standards). 2mL do Reagente sédo adicionados a
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10uL de cada Standard e réplica de amostra em pocos de placa de 96 wells Flat

(Corning) que é entdo incubada a 37°C por 30 minutos. ApGs o periodo de incubacao,
a placa é resfriada a temperatura ambiente, e pode ser lida no Espectrofotbmetro
Epoch (BioTek). O brilho entdo é processado para remover o Branco e normalizar
pela curva de Albumina para se obter uma estimativa da quantidade de proteina de

cada amostra.

3.8. Anélise por Western Blot

Para a andlise de expressao proteica foram realizados ensaios de Western
Blot. As proteinas analisadas foram OCT4, OCT4A, YAP e [B-Actina como alvo
controle. De inicio as amostras armazenadas no freezer -80°C foram diluidas em
tampéao de corrida 4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad), de acordo com a quantidade
necessaria para o nimero e tamanho dos pocos, cerca de 10-20uL por poco em géis
com 10 pocos de 1mm de espessura. A mistura foi submetida a um aquecimento em
banho seco a 95°C por 5 minutos, seguido de um choque térmico colocando os
eppendorfs em gelo. Enquanto isso, foram preparados os géis de corrida, usando o
kit da Bio-Rad, TGX FastCast Acrylamide Solutions que foram entdo inseridos na
cuba de corrida submersos em um tampéo de corrida adequado. As amostras foram
entdo pipetadas nos pocos, e se inicia a corrida com 5-10 minutos em 100V para o
empacotamento das proteinas, seguido de cerca de 1 hora de corrida a 120V.

Uma vez que a corrida é finalizada, foi feita a transferéncia das proteinas para
uma membrana usando o equipamento Iblot 2 Gel Transfer Device (Thermo-Fisher).
O bloqueio foi feito com uma solucao de leite diluido em TBST a 5%, e as membranas
foram mantidas overnight com o anticorpo primario do alvo de interesse. No dia

seguinte, foram feitas 4 lavagens consecutivas de 5 minutos cada uma alternando-se
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TBS e TBST, seguidas de uma incubacdo de 2 horas e meia com o anticorpo
secundério. Para finalizar, as membranas foram lavadas novamente 4 vezes de 10
minutos cada uma alternando TBS e TBST, e a membrana foi incubada por 5 minutos
com Clarity Western ECL Substrate adquirido da Bio-Rad, que é uma solucao para
estimular a quimioluminescéncia. A imagem foi revelada usando o equipamento
ImageQuant LAS 4000Mini (GE Healthcare).

Os anticorpos usados foram: para OCT4A o anticorpo OCT4-A (C52G3) Rabbit
obtido da cell signalling, diluido na concentracédo de 1:1000 em solucédo de TBST com
2,5% leite Molico. Para YAP, o anticorpo YAP (D8H1X) XP® Rabbit obtido também
da cell signalling, diluido na concentracédo de 1:2000 em solucao de TBST com 2,5%
leite Molico. Para OCT4, foi usado o anticorpo ab181557 da Abcam, na concentracao
de 1:1000 em TBST. E por fim o anticorpo para ab49900 para B-Actina também obtido
da Abcam, diluido na concentragcdo de 1:15000 em TBST. Todos os anticorpos foram
usados nas concentracdes sugeridas pelos fabricantes, e com excec¢ao da 3-Actina,
gue é um anticorpo conjugado, todos foram marcados com o anticorpo secundario
Anti-Rabbit. O OCT4A s6 pbéde ser detectado na linhagem Daoy, e para fins de ndo
gerar confusdo com a nomenclatura, apresentaremos os resultados como OCT4 em

geral.

3.9. Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas comparando 0s grupos com
expressao normal de YAP (Controle) com os grupos com inibicdo de YAP (YAP-KO)
e dos grupos sem silenciamento de OCT4 (Controle-KD) com os grupos silenciados
(OCT4-KD” e OCT4-KDB) e foram apresentadas graficamente como média + desvio

padrdo. As diferencas entre os grupos para comparar os diferentes niveis de
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expressao e médias de numeros de esferas foram realizadas por anélise de variancia
One-Way ANOVA seguido de teste de Tukey. Foram consideradas significativas as
diferencas para * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 **** p < 0,0001. Os graficos foram

gerados usando o software GraphPad PRISM 6.
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4. Resultados

4.1. Validacdo do modelo celular e analise da expressdo génica de OCT4 em
células de meduloblastoma com Knock-Out para YAP

A hipétese deste trabalho é de tentar compreender melhor a relagcdo entre o
efetor final da Via Hippo, YAP, que vem recebendo cada vez mais atencdo devido a
sua correlacdo com o desenvolvimento de diversos tipos de tumores (Dong et al.,
2007; Halder & Camargo, 2013; Harvey et al., 2013; Johnson & Halder, 2014), e o
fator de transcricdo OCT4, que ja € um conhecido protagonista nos estudos de
células-tronco, relacionado com caracteristicas como pluripoténcia e maior
resisténcia a apoptose de células, e que é descrito como um forte marcador de
agressividade tumoral quando expresso em células tumorais, inclusive contribuindo
para a geracao das células-tronco tumorais (Rodini et al., 2011, Silva et al., 2017).

Para explorar essa relacéo, as linhagens tumorais de meduloblastoma USP13-
Med e Daoy que foram submetidas a técnica de CRISPR-Cas9 para o Knock-Out
(KO) de YAP no projeto de pos-doutoramento da Dr. Beatriz Cortez (detalhes de
obtencdo, alteracdes génicas e demais detalhes ndo serdo abordados nessa
dissertacdo) foram avaliadas quanto a expressao proteica de YAP por Western Blot
para validacdo do modelo (Figura 5). Para a linhagem USP13-Med foi utilizada um
clone controle sem alteracdo da expressdo de YAP (USP13-Med Controle) e dois
clones com diferentes alteracées génicas de YAP (USP13-Med YAP-KO” e USP13-
Med YAP-KOB). J& para a linhagem Daoy, foi utilizado um clone controle (Daoy
Controle), um clone com alteracdo génica em YAP (Daoy YAP-KO) e um clone com

um Knock-Down (KD) em TAZ (Daoy YAP-KO + TAZ-KD). De forma geral,
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observamos alta expresséo de YAP nas células controle das linhagens USP13-Med

e Daoy e auséncia da expressao da proteina nos demais clones YAP-KO (Figura 5).

B-Actina (Gl Gul) Gul) St b O

Figura 5. Expressdo proteica de YAP nos clones Daoy e USP13-Med que
passaram por Knock-Out de YAP por CRISPR-Cas9. Os clones usados para os
experimentos deste trabalho foram USP13-Med Controle, YAP-KO” e YAP-KOB e
Daoy Controle, YAP-KO e YAP-KO + TAZ-KD. Peso molecular YAP: 65-79 kDa. Peso
molecular B-Actina: 45 kDa.

A seguir, para avaliar o estado de ativacdo da via Hippo entre as diferentes
células descritas anteriormente foi comparada a expresséo dos genes YAP e de alvos
bem estabelecidos da via Hippo CTGF, Cyr61 e Birc5 por RT-gPCR.

Na linhagem USP13-Med (Figura 6), os niveis transcricionais de YAP nao se
alteraram entre as células Controle e as células que YAP-KOA, porém as células YAP-
KOB apresentaram um aumento significativo de 2,4 vezes na expressdo génica de

YAP (Figura 6A). De forma interessante, este resultado pode ser explicado pela

45



prépria metodologia do CRISPR/Cas9, na qual ocorre uma pequena dele¢cdo na
sequéncia génica, mas iSso ndo necessariamente acarreta na extingao da producgéo
de RNA mensageiro. Para o gene de CTGF (Figura 6B), observamos um aumento de
14,7 vezes na sua expressao nas células YAP-KO* em relacdo as células Controle, e
auséncia de alteracéo de sua expresséo nas células YAP-KOB. Em relacdo ao Cyr61,
observamos um aumento na ordem de 4 vezes na sua expressao nos clones YAP-
KO” e YAP-KOB em relacdo as células controle (Figura 6C). Por fim, o KO de YAP
levou ao aumento significativo da expressédo de Birc5 na ordem de 30x e 10x nas
células YAP-KO” e YAP-KOB, respectivamente (Figura 6D). A maior expressao
desses genes-alvo pode estar associada as suas regulagbes transcricionais por
outras vias de sinalizacdo, como a via do fator de crescimento transformador beta
(TGFB), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) e estimulos mecanicos para CTGF (Blom et al., 2002); fator nuclear kappa
B (NF-kB) e via do mTOR para Birc5 (Boidot et al., 2013); e a via p38MAPK para

Cyr61 (Han et al., 2003).
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Figura 6. Expressdo de YAP, CTGF, Cyr6l e Birc5 em células de
meduloblastoma USP13-Med controle e CRISPR para YAP. Quantificagcdo dos
niveis transcricionais de (A) YAP, (B) CTGF, (C) Cyr61 e (D) Birc5 por gRT-PCR. Os
dados foram normalizados pela expressdo do gene enddgeno GAPDH e
apresentados como expressao relativa a amostra controle com expressao proteica
normal de YAP. As células YAP-KO” e YAP-KOB foram submetidas ao processo de
CRISPR de YAP. Os dados estdo apresentados como média + desvio padréo de
triplicatas biologicas e foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via seguido do
pos-teste de Tukey. **** p < 0,0001.

Na linhagem Daoy (Figura 7), os niveis transcricionais de YAP reduziram na
ordem de 84% nas células CRISPR YAP (YAP-KO e YAP-KO + TAZ-KD) em relacéo
as células controle (Figura 7A). Para o alvo de YAP/TAZ CTGF, observamos um
aumento significativo de 80% na sua expressao nas células YAP-KO em relacdo as
células controle e auséncia de alteragdo da expressao génica nas células YAP-KO +

TAZ-KD (Figura 7B). Para as células Daoy YAP-KO e YAP-KO+TAZ-KD, a expressao
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de CYRG61 foi diminuida na ordem de 53-66% em relacao as células controle (Figura
7C). Por fim, observamos um aumento néo significativo de 32% na expresséao de Birc5
na célula YAP-KO e um aumento significativo de 69% na célula YAP-KO + TAZ-KD

guando comparadas a célula controle (Figura 7D).
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Figura 7. Expressdo de YAP, CTGF, Cyr6l e Birc5 em células de
meduloblastoma Daoy controle e CRISPR para YAP. Quantificacdo dos niveis
transcricionais de (A) YAP, (B) CTGF, (C) Cyr61 e (D) Birc5 por gRT-PCR. Os dados
foram normalizados pela expressao do gene endogeno GAPDH e apresentados como
expressao relativa a amostra controle com expressao proteica normal de YAP. As
células YAP-KO e YAP-KO+TAZ-KD foram submetidas ao processo de CRISPR de
YAP e CRISPR de YAP com reducdo na expressao de TAZ, respectivamente. Os
dados estdo apresentados como média + desvio padréo de triplicatas biolégicas e
foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via seguido do pés-teste de Tukey. **
p <0,01; *** p <0,0001.

Inicialmente, para explorar os efeitos do Knock-Out de YAP na expressao

génica de OCT4 nas linhagens USP13-Med e Daoy, avaliamos o0s niveis
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transcricionais desse fator de transcricdo por RT-gPCR (Figura 8). Na linhagem
USP13-Med observamos um aumento de 20% na expressao de OCT4 na célula YAP-
KO” e auséncia de alteracdo na célula YAP-KOB em relacéo ao controle (Figura 8A).
Complementarmente, 0s niveis génicos expressos de OCT4 nao foram alterados pelo
CRISPR de YAP nas células Daoy YAP-KO e YAP-KO + TAZ-KD quando comparadas

ao controle (Figura 8B).

A USP13-Med B Daoy
OCT4 OCT4

1.0

1.517

0.5

0.0~

Controle yap-k0* yAaP-k0O®

Expressdo Normalizada (GAPDH)
Expressdo Normalizada (GAPDH)

Controle YAP-KO YAP-KO +
TAZ-KD

Figura 8. Expresséo de OCT4 em células de meduloblastoma. Quantificacdo dos
niveis transcricionais de OCT4 por qRT-PCR nas linhagens (A) USP13-Med e (B)
Daoy. Os dados foram normalizados pela expressdo do gene endégeno GAPDH e
apresentados como expressao relativa a amostra controle com expressao proteica
normal de YAP. As células YAP-KO”, YAP-KOB, YAP-KO e YAP-KO+TAZ-KD foram
submetidas ao processo de CRISPR de YAP e CRISPR de YAP com reducéo na
expresséo de TAZ. Os dados estdo apresentados como media + desvio padrdo de
triplicatas bioldgicas e foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via seguido do
pos-teste de Tukey. * p < 0,05.

Com estes dados, podemos concluir que temos um modelo validado de
reducéo de expressao proteica de YAP em células de linhagens de meduloblastoma.
Essa reducdo mimetiza o que ocorre nas células com o funcionamento normal da Via

Hippo, que serve como uma inibidora da atividade de YAP/TAZ (Zhao et al., 2012).

Além disso, pudemos observar que a mudancga na expressado de YAP ndo modificou
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0sS niveis transcricionais de OCT4, que permaneceram equilibrados nas duas

linhagens (Figura 8).

4.2. Efeitos genéticos do silenciamento transitério de OCT4 em células de
meduloblastoma com CRISPR para YAP

Considerando a auséncia de alteragdo dos niveis de OCT4 nas células
CRISPR para YAP (Figura 8), optamos por explorar a relacdo de YAP e OCT4 através
de ensaios de RT-gPCR ap6s o uso de sequéncias de RNA de interferéncia (RNAI)
para o silenciamento de OCT4 nas células USP13-Med Controle, YAP-KO” e YAP-
KOB, além das células Daoy Controle, YAP-KO e YAP-KO + TAZ-KD. Para o Knock-
Down (KD) de OCT4 nessas células foram utilizados trés duplex de RNAi: um duplex
controle (Controle-KD), e duas sequéncias para o silenciamento de OCT4 (OCT4-KDA
e OCT4-KDB). Inicialmente validamos o silenciamento de OCT4 nas diferentes
linhagens, observando uma diminuicdo significativa na expressao transcricional de
OCT4 em ambas as linhagens de meduloblastoma e entre os diferentes duplex
(Figura 9). Podemos observar que em todas as células testadas, os duplex OCT4-
KDA e OCT4-KD® puderam silenciar em torno de 50-60% de expressdo génica de

OCT4.
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Figura 9. Expressdo de OCT4 em células de meduloblastoma apd6s o
silenciamento transitério especifico. Quantificagcdo dos niveis transcricionais de
OCT4 por gRT-PCR. Os dados foram normalizados pela expressdo do gene
endégeno GAPDH e apresentados como expressdo relativa a amostra duplex
Controle-KD (barra preta) para cada clone diferente. Os dados estao apresentados
como média + desvio padrao de triplicatas bioldgicas e foram analisados pelo teste
de ANOVA de uma via seguido do pOs-teste de Tukey. ** p < 0,01; *** p < 0,001; ****
p < 0,0001.

Considerando o sucesso no silenciamento de OCT4 apés o RNAI, avaliamos o
impacto do silenciamento transitério de OCT4 no status de ativacdo da via Hippo, por
testes de qRT-PCR para YAP e seus genes alvo nas mesmas células transfectadas
com os RNAIi de OCT4.

Na linhagem USP13-Med (Figura 10), podemos observar que com o
silenciamento de OCT4, os niveis transcricionais de YAP aumentaram
significativamente (2-4x) nas células Controle (Figura 10A). Enquanto isso, nos clones
YAP-KO” e YAP-KO®B ocorre uma significativa reducdo de 50% na expressao
transcricional de YAP (Figura 10A). De forma interessante, este padréo de expressao
se mantém para os alvos CTGF e Cyr61 (Figuras 10B-C), com um aumento
significativo da expressdo desses genes com o silenciamento de OCT4 nas células

Controle, e uma reducéo significativa nos clones YAP-KO* e YAP-KOB comparando

as células transfectadas com duplex Controle-KD e as células transfectadas com
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duplex OCT4-KD” e OCT4-KDB. Para o gene Birc5, observamos apenas o aumento
de sua expressdo nas células controle transfectadas com os duplex OCT4-KD” e

OCT4-KD8 (Figura 10D).
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Figura 10. Expressao de YAP e seus genes-alvo CTGF, Cyr61 e Birc5 em células
USP13-Med com silenciamento transitorio de OCT4. Quantificacdo dos niveis
transcricionais de (A) YAP, (B) CTGF, (C) Cyr61 e (D) Birc5 por RT-gPCR. Os dados
foram normalizados pela expressédo do gene endégeno GAPDH e apresentados como
expressdo relativa a amostra duplex Controle-KD (barra preta) para cada clone
diferente. Os dados estédo apresentados como média * desvio padréo de triplicatas
bioldgicas e foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via seguido do pGs-teste
de Tukey. ** p < 0,01; *** p < 0,001; *** p < 0,0001.

Na linhagem Daoy (Figura 11), podemos observar diferencas com relagéo a
linhagem USP13-Med. Primeiramente, com o silenciamento de OCT4, os niveis
transcricionais de YAP nao se alteraram significativamente em nenhum dos grupos
experimentais quando transfectados com duplex Controle-KD ou com os duplex
OCT4-KD” e OCT4-KD® (Figura 11A). Enquanto isso, no alvo de YAP, CTGF,

podemos observar um padrao similar ao observado na linhagem USP13-Med para os
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clones Controle, de um aumento significativo na expressdo desses genes com 0O
silenciamento por duplex OCT4-KD”, o0 mesmo duplex que causou a maior inibicéo
de OCT4 nessa linhagem (Figura 11B). Ao contrario do observado na linhagem
USP13-Med, porém, podemos ver um significativo aumento da expressédo de CTGF
no clone YAP-KO+TAZ-KD quando transfectado com o duplex OCT4-KD* (Figura
11B). Quanto a expressdo de Cyr61, no clone Controle houve uma reducéo
significativa desse gene com o silenciamento de OCT4, enquanto no clone YAP-KO
nao ocorreu nenhuma mudanca significativa na expresséo de Cyr61 e no clone YAP-
KO+TAZ-KD podemos observar uma reducéo significativa na sua expressao quando
transfectado com o duplex OCT4-KDB (Figura 11C). Para o gene Birc5, assim como
para o gene CTGF, observamos um padréo similar ao observado na linhagem USP13-
Med para os clones Controle, de um aumento significativo na expressao desses
genes com o silenciamento por duplex OCT4-KDA (Figura 11D), além de uma reducéo
significativa de Birc5 no clone YAP-KO transfectado com o duplex OCT4-KD® (Figura

11D).
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Figura 11. Expressao de YAP e seus genes-alvo CTGF, Cyr61 e Birc5 em células
de Daoy ap6s o silenciamento transitério de OCT4. Quantificacdo dos niveis
transcricionais de (A) YAP, (B) CTGF, (C) Cyr61 e (D) Birc5 por RT-gPCR. Os dados
foram normalizados pela expressédo do gene endégeno GAPDH e apresentados como
expressdo relativa a amostra duplex Controle-KD (barra preta) para cada clone
diferente. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo de triplicatas
bioldgicas e foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via seguido do pos-teste
de Tukey. * p <0,05; * p <0,01; *** p <0,001.

A seguir, realizamos ensaios de Western Blot para observar a expressao
proteica de OCT4 e YAP apds o silenciamento de OCT4 nas células Daoy e USP13-
Med com CRISPR para YAP. Na Figura 12 estdo as duas membranas para deteccao
de YAP contendo as amostras de USP13-Med (Figura 13A) e Daoy (Figura 12B) apos
as transfeccoes com os duplex Controle, OCT4-KD* e OCT4-KDB. Na linhagem
USP13-Med (Figura 12A) podemos observar que a proteina de YAP continua
detectavel apenas no clone Controle, que ndo € KO de YAP, e quando normalizamos
pela B-actina, existe um leve aumento na expressao de YAP quando esta célula é

tratada com o duplex OCT4-KDA (Figura 12C), congruente com o observado no

aumento da expressao transcricional de YAP (Figura 10). Quando transfectada com
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0 duplex OCT4-KDB, no qual o aumento de expresséo transcricional ndo foi tdo
elevado quanto, ha uma diminuigdo na expresséao proteica de YAP. Na linhagem Daoy
(Figura 12B), por sua vez, também ainda s6 é observado YAP no clone Controle, e
similarmente ocorre um aumento na expressao proteica de YAP quando transfectada
com o duplex OCT4-KDA, e a expressdo se mantém quando transfectado com o
duplex OCT4-KDB. Diferentemente da linhagem USP13-Med, na Daoy ndo foi
encontrada uma diferenca significativa na expresséao transcricional de YAP quando

esse clone foi transfectado com os RNA de interferéncia (Figura 12C).
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Figura 12. Expresséao proteica de YAP nas células Daoy e USP13-Med apds o
silenciamento transitério de OCT4. Ensaio de Western Blot mostrando expressao
proteica de YAP e controle endégeno 3-actina nas linhagens (A) USP13-Med e (B) e
Daoy. (C) Quantificagéo da expresséao proteica de YAP na linhagem USP13-Med de
uma replicata biologica. (D) Quantificacdo da expresséo proteica de YAP na linhagem
Daoy de uma replicata bioldgica.

Na Figura 13, avaliamos por Western Blot a expressao da proteina OCT4 na
linhagem USP13-Med (Figura 13A). Nao foi possivel detectar OCT4A com anticorpo

especifico na membrana de USP13-Med, provavelmente devido a sua expressao
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extremamente reduzida nessas células. Na linhagem USP13-Med podemos observar
que a proteina de OCT4 é detectavel apenas no clone Controle, que ndo é KO de
YAP, e apesar de quando normalizamos a expressédo dessa proteina pela 3-actina
existir um aumento na sua expressao quando transfectada com o duplex OCT4-KDA
(Figura 13C), € preciso lembrar que a expressado dessa proteina é extremamente
baixa, e por isso a confianga na quantificacdo da sua expressdo diretamente por
analise de brilho abaixa. Apesar disso, podemos visualizar que a expresséo de OCT4
esta restrita aos mesmos clones que apresentavam expressao proteica de YAP
(Figura 13), a USP13-Med Controle. J& na linhagem Daoy avaliamos a expresséao de
OCT4, e de OCT4A observando o mesmo padrdo de expressao que na linhagem
USP13-Med: expressdo de OCT4 e de sua isoforma OCT4A apenas nas células
controle KO e auséncia de sua expressdo nas células com auséncia de expressao

proteica de YAP (Figura 13B e D).
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Figura 13. Expresséao proteica de OCT4 nas células Daoy e USP13-Med ap6s o
silenciamento transitério de OCT4. (A) Ensaio de Western Blot mostrando
expressao proteica de OCT4 na linhagem USP13-Med, (B) de OCT4 na linhagem
Daoy e controle endégeno B-actina nas linhagens. (C) Quantificacdo da expressao
proteica de OCT4 na linhagem USP13-Med de uma replicata biologica. (D)
Quantificacdo da expressédo proteica de OCT4 na linhagem Daoy de uma replicata
biologica.

A partir desses dados de analise de expressao génica e proteica apos o
silenciamento de OCT4, podemos afirmar que nosso modelo de silenciamento de
OCT4 com uso de RNA de interferéncia funcionou, como mostrado na queda de
expressao de transcritos de OCT4 em todos os clones de ambas as linhagens depois
das transfecgdes (Figura 9 A e B). Curiosamente, esse silenciamento transcricional
nao pareceu reduzir a expressao proteica de OCT4 (Figura 13 A-D), mas como
mencionado anteriormente, a baixa expressao dessa proteina, e consequente baixa
deteccéo, dificulta a normalizacao da expressao por brilho na membrana reduzindo a
confianga nessas pequenas diferencas.

O mais interessante dos nossos achados foi de observar uma forte queda na

expressao proteica de OCT4 nos clones que sofreram inibicdo de YAP (Figura 12A-
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D e 13A-D), indicando uma possivel dependéncia da expresséo proteica de YAP para
a regulacéo de OCT4 em células tumorais de meduloblastoma, ocorrendo nas duas
linhagens estudadas (Figura 13 A-D). Outro dado interessante observado nos nossos
resultados, foi que nos clones controle de USP13-Med, o silenciamento de OCT4
levou a um aumento significativo da expressao génica de YAP que ndo ocorre nas
linhagens YAP-KO (Figura 10A). N&o so isso, os alvos de YAP também foram
afetados da mesma forma, com CTGF, Cyr61 e Birc5 apresentando 0os mesmos
padrbes na variagcdo de expressdo, indicando uma possivel inibicdo da ativagéo
transcricional de YAP pela OCT4, e uma regulacéo de expressao entre esses dois

fatores de transcri¢do na linhagem USP13-Med.

4.3. Efeitos funcionais do silenciamento transitério de OCT4 em células de
meduloblastoma com CRISPR para YAP

Por fim, realizamos ensaios de geracédo de esferas tumorais, para avaliar os
efeitos do silenciamento de OCT4 na capacidade das células formarem esses
aglomerados celulares, em clones com expressao normal de YAP, e em clones KO
de YAP nas duas linhagens de meduloblastoma.

Primeiramente avaliamos a formacdo de esferas tumorais entre os clones
Controle e YAP-KO das linhagens Daoy e USP13-Med para avaliar os efeitos da
inibicdo de YAP isoladamente (Figuras 14-15). Houve uma marcada diferenca no
fendtipo das esferas Controle e YAP-KO principalmente na linhagem Daoy, com
esferas Controle grandes e densas, e com formato bem definido circular, em contraste
com esferas mais granulosas no clone YAP-KO, mais células soltas e esferas
menores, indicando uma maior dificuldade na formacédo desses aglomerados na

célula com nocaute de YAP. No clone YAP-KO+TAZ-KD essas caracteristicas ficam
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mais intensificadas, com esferas muito menores, bem mais irregulares e muitas
células soltas, mostrando que além da inibicdo de YAP, a reducdo de TAZ também
promoveu efeitos visiveis na capacidade de formacéo dessas esferas (Figura 14). Na
linhagem USP13-Med também observamos que as esferas tumorais controle eram

maiores que as esferas das células YAP-KO A e B (Figura 14).

Daoy Controle Daoy YAP-KO Daoy YAP-KO+TAZ-KD

USP-13 Med Controle USP-13 Med YAP-KO* USP-13 Med YAP-KO®

Figura 14. O KO de YAP diminui a formacgé&o de esferas tumorais em modelos
celulares de meduloblastoma. Esferas formadas ao longo de 4 dias nos clones
Daoy Controle, YAP-KO e YAP-KO+TAZ-KD e USP13-Med Controle, YAP-KO* e
YAP-KOB.

Na linhagem Daoy, o clone controle apresentou cerca de 60% de suas esferas
com tamanho acima de 200 um, em comparacdo com o0s clones CRISPR que
apresentaram apenas 8,1% e 10,9% respectivamente para YAP-KO e YAP-KO+TAZ-
KD de esferas nessa faixa de tamanho (Figura 15A). Na linhagem USP13-Med, por
sua vez, ndo ocorre uma diferenca tdo marcante, visto que mesmo as esferas
Controle apresentam um tamanho reduzido quando comparadas as esferas de Daoy,

e sdo mais similares entre a USP13-Med Controle e a YAP-KOA (Figura 14). Apesar

disso as esferas Controle ainda sdo maiores do que as esferas com nocaute YAP,
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com cerca de 18,4% das esferas maiores de 200 um em comparagao com 4,1% e

3,6% respectivamente para as esferas dos clones YAP-KO* e YAP-KOB (Figura 15B).
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Figura 15. YAP-KO diminui a proporc¢éo de esferas tumorais grandes em células
Daoy e USP13-Med. Graficos indicando a proporcédo de tamanho das esferas nos
clones com e sem CRISPR de YAP nas linhagens (A) Daoy e (B) USP13-Med. Os
dados estdo apresentados como média + desvio padrao de triplicatas biologicas e
foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey. **
p <0,01; *** p < 0,0001.

A sequir, foi realizado o ensaio de transfeccéo com os duplex para inibicéo de
OCT4, para avaliar seu efeito na capacidade de formacgéo dessas esferas com e sem
expresséo de YAP. Para a avaliacédo da capacidade de formacéo das esferas, as fotos
foram processadas para contar o niumero total de esferas e o tamanho médio dessas
esferas, visto que em trabalhos anteriores (Cortez et al.,, 2023 — em preparacao)
observamos que uma maior dificuldade na formacdo dessas esferas pode resultar
num aparente aumento no numero total desses aglomerados, mas sdo muito menores
€ mMenos coesos, € na maioria das vezes apresentam um numero menor de células
total.

Primeiramente no clone Daoy Controle, € possivel observar que as esferas
com o duplex Controle-KD cresceram mais do que as esferas transfectadas com os

duplex OCT4-KD"e OCT4-KDB, com fenétipo grande e bem definido (Figura 16). Em

decorréncia do processo de transfeccao as esferas apresentam um maior nimero de

60



células mortas e ndo ficaram tdo grandes e uniformes quanto as esferas geradas sem
transfeccdo. Nas esferas transfectadas com RNA de interferéncia podemos ver uma
forte diminuicdo no tamanho das esferas, tanto nas transfectadas com OCT4-KDA

quanto com OCT4-KD® em relagéo a célula Controle-KD (Figuras 16 e 17).

Daoy Controle + Duplex Controle 4x Daoy Controle + Duplex OCT4-KD" 4x Daoy Controle + Duplex OCT4-KD® 4x

Daoy Controle + Duplex Controle 10x Daoy Controle + Duplex OCT4-KD" 10x Daoy Controle + Duplex OCT4-KD® 10x

Figura 16. O silenciamento transitério de OCT4 forma esferas tumorais menos
coesas em Daoy Controle. Fotos ilustrativas tiradas das esferas de Daoy Controle
nas trés condigcbes experimentais distintas. Esquerda, Duplex Controle-KD em
aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Meio, Duplex OCT4-KD” em aumento de 4x
(acima) e 10x (abaixo). Direita, Duplex OCT4-KDB em aumento de 4x (acima) e 10x
(abaixo).

Foram em média 24 esferas entre 200-300 um por poco para as esferas
Controle-KD, em comparacéo com 21 nas transfectadas com OCT4-KD” e menos que
1 nas transfectadas com OCT4-KDB (Figura 17C). Essa diferenca se aprofunda
guando olhamos para as esferas maiores, que ndao foram observadas no grupo
transfectado com OCT4-KDB, e que foram representadas em média por 9 esferas por
poco entre 300-400 um e 6 acima de 400 um nas esferas Controle-KD, em

comparacgdo com 4 e 1 respectivamente nas esferas transfectadas com OCT4-KDA.
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No caso das transfectadas com OCT4-KD”, podemos ver um aumento no nimero
total de esferas (Figura 17A) mas que sao menores e menos densas, e uma redugao
significativa no numero de esferas grandes (Figura 17B) indicando menor proliferagédo
celular, capacidade de autorrenovacao e maior dificuldade em formas esferas coesas.
As esferas transfectadas com OCT4-KDB apresentaram maior dificuldade de
formacao, e tiveram seu namero total reduzido (Figura 17A). De forma interessante,
0 padrao observado entre as esferas transfectadas com duplex Controle-KD e com
inibicdo de OCT4 (i.e., diminuicdo das esferas apds o silenciamento) € similar ao

observado entre o clone Controle e os clones YAP-KO (Figura 14).
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Daoy C1 duplex Controle-KD 0 0.310.5 25.316.1 2412 9.315.8 5.643
Daoy C1 duplex OCT4-KDa 0.310.5 10+6.9 6816 2116.2 4.3£25 0.310.5
Daoy C1 duplex OCT4-KDb 0.3:0.5 412 7.3£1.5 0.3£0.5 0 0
Daoy YAP-KO duplex Controle-KD 0 10.3£0.5 19.6+2 1 2.3+15 0.3£0.5 0
Daoy YAP-KO duplex OCT4-KDa 0 1245.2 4215 1£1.7 0 0
Daoy YAP-KO duplex OCT4-KDb 0.3+0.5 6.3+2.1 1213 0 0 0
Daoy YAP-KO+TAZ-KD duplex Controle-KD 0 514 19+3.6 1.3¢1.5 0.6+0.5 0.6+1.1
Daoy YAP-KO+TAZ-KD duplex OCT4-KDa | 1.6+2.8 26+24.7 35+10.1 6.6+6.5 242 0.6+0.5
Daoy YAP-KO+TAZ-KD duplex OCT4-KDb 0 9.3:4.7 16.6x4 0 0 0

Figura 17. O silenciamento de OCT4 leva a uma diminui¢cdo da formacédo de
esferas tumorais grandes em Daoy. (A) Grafico mostrando numero total de esferas,
(B) Grafico mostrando namero total de esferas grandes (>200 um) e (C) Tabela com
as quantidades médias de esferas por poco em cada intervalo de tamanho nos clones
da linhagem Daoy transfectados com os trés duplex; Controle-KD, OCT4-KD” e
OCT4-KDB. Os dados estédo apresentados como média + desvio padréo de triplicatas
bioldgicas e foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via seguido do pds-teste
de Tukey. * p < 0,05; **** p < 0,0001.

No clone YAP-KO da linhagem Daoy as células foram mais afetadas pela
transfeccdo, mas nédo foi possivel observar uma diferenca significativa na capacidade
de formacéao de esferas apenas entre as esferas transfectadas com duplex Controle-
KD e as transfectadas com duplex OCT4-KDB (Figura 18). As esferas transfectadas
com duplex Controle-KD formaram menos esferas no total (Figura 17A), mas
apresentaram um numero médio de esferas acima de 200 pm muito similar as
transfectadas com o duplex OCT4-KDA (Figura 17B, C), com cerca de 2 esferas por
poco. Nas esferas transfectadas com OCT4-KDB o numero total de esferas caiu

significativamente, e ndo foram observadas esferas maiores do que 200 pm. E

interessante de observar que o padrédo médio de tamanho das esferas KO-YAP é bem
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parecido com o padréo observado nas esferas Controle que sofreram silenciamento
de OCT4 (Figura 17). E a diferenca no nimero total de esferas entre as que tiveram
ou ndo silenciamento de OCT4 pode ser devido & uma maior toxicidade dos RNAI,

gue leva a uma maior fragmentacéo das esferas.

Daoy YAP-KO + Duplex Controle 4x Daoy YAP-KO + Duplex OCT4-KD* 4x Daoy YAP-KO + Duplex OCT4-KD® 4x

Daoy YAP-KO + Duplex Controle 10x Daoy YAP-KO + Duplex OCT4-KD* 10x Daoy YAP-KO + Duplex OCT4-KD® 10x

Figura 18. O silenciamento transitorio de OCT4 forma esferas tumorais menos
coesas em Daoy YAP-KO. Fotos ilustrativas tiradas das esferas de Daoy YAP-KO
nas trés condigbes experimentais distintas. Esquerda, Duplex Controle-KD em
aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Meio, Duplex OCT4-KD” em aumento de 4x
(acima) e 10x (abaixo). Direita, Duplex OCT4-KDB em aumento de 4x (acima) e 10x
(abaixo).

Para finalizar a linhagem Daoy, o clone YAP-KO+TAZ-KD também apresentou
uma maior formacdo de esferas quando transfectado com o Duplex OCT4-KDA
(Figura 19, em numero total de esferas (Figura 17A), tendo cerca de 3x mais esferas
do que nos grupos transfectados com duplex Controle-KD e OCT4-KDB. Quanto ao
tamanho médio das esferas, também néo foi observada uma diferenca significativa

entre 0s grupos que tiveram ou ndo silenciamento de OCT4 (Figura 17B-C), e o

padrao se assemelha muito ao observado nas esferas Controle silenciadas com
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OCT4, indicando que o efeito observado nas esferas de menor capacidade de

renovacao poderia ser regulado por YAP através de OCT4.

Daoy YAP-KO+TAZ-KD + Duplex Controle-KD 4x Daoy YAP-KO+TAZ-KD + Duplex OCT4-KD"4x Daoy YAP-KO+TAZ-KD+ Duplex OCT4-KD® 4x

Daoy YAP-KO+TAZ-KD + Duplex Controle-KD 10x. Daoy YAP-KO+TAZ-KD + Duplex OCT4-KD*10x Daoy YAP-KO+TAZ-KD + Duplex OCT4-KD® 10x

Figura 19. O silenciamento transitorio de OCT4 forma esferas tumorais menos
coesas em Daoy YAP-KO+TAZ-KD. Fotos ilustrativas tiradas das esferas de Daoy
YAP-KO+TAZ-KD nas trés condicbes experimentais distintas. Esquerda, Duplex
Controle-KD em aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Meio, Duplex OCT4-KD” em
aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Direita, Duplex OCT4-KDB em aumento de 4x
(acima) e 10x (abaixo).

Esse ensaio também foi realizado na linhagem USP13-Med, na qual os clones
Controle também nédo apresentaram mudancas significativas com a transfeccdo do
duplex Controle-KD (Figura 20), com um fenétipo similar ao observado nas esferas
controle sem transfecgéo (Figura 14), mas é possivel observar um maior nimero de
células mortas em decorréncia do proprio processo de transfecgédo que pode diminuir
a viabilidade das células. Nas esferas transfectadas com duplex OCT4-KD” e OCT4-
KDB as esferas sdo menores e menos coesas (Figura 23C), e especialmente no grupo
transfectado com OCT4-KDE é possivel ver em detalhe no aumento maior (Figura 20),

gue as esferas ficaram menores do que nos outros dois grupos, e com mais células

mortas. Quanto comparamos o numero médio de esferas grandes nessa linhagem

65



(Figura 23B), vemos que também ocorre uma reducdo significativa nas esferas
Controle quando é feito um silenciamento de OCT4, de cerca de 16 esferas acima de
200 pum no grupo sem silenciamento, para em torno de 2 esferas nos grupos

silenciados.

ontrole + Duplex Controle-KD 4x USP13-Med Controle + Duplex OCT4-KD* 4x USP13-Med Controle + Duplex OCT4-KD® 4x

USP13-Med Controle + Duplex Controle-KD 10x 8 USP13-Med Controle + Duplex OCT4-KD* 10x USP12-Med Cantrole + Duplex OCT4-KD* 10x

Figura 20. O silenciamento transitério de OCT4 forma esferas tumorais menos
coesas em USP13-Med controle. Fotos ilustrativas tiradas das esferas de USP13-
Med Controle nas trés condigbes experimentais distintas. Esquerda, Duplex Controle-
KD em aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Meio, Duplex OCT4-KD” em aumento
de 4x (acima) e 10x (abaixo). Direita, Duplex OCT4-KDB em aumento de 4x (acima) e
10x (abaixo).

No clone YAP-KO”, o grupo transfectado com duplex Controle-KD néo
apresentou mudancas no seu fenotipo com a transfeccao (Figura 21). Visualmente
ndo é possivel distinguir os grupos transfectados com duplex Controle-KD e com
OCT4-KD”, com esferas de tamanho e coesdo similares. Enquanto isso, no grupo
transfectado com OCT4-KD®B as células parecem ter tido maior dificuldade de

formacao de esferas, com mais células mortas, e esferas significativamente menores

e menos coesas do que nos outros dois grupos (Figura 21). Ao compararmos 0S
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tamanhos médios dessas esferas, podemos ver que, apesar de ocorrer um aumento
no numero total de esferas (Figura 23A), a capacidade de formacdo de esferas
grandes nao sofre mudancas significativas (Figura 23B), similarmente ao observado
na linhagem Daoy (Figura 17). Novamente, como vimos que a inibicdo de YAP levou
a uma reducao na expressdo de OCT4, os efeitos observados no numero total de
esferas com o silenciamento podem ser resultado de uma toxicidade no processo de
transfeccdo com o0s RNAI, fragilizando as esferas e causando uma maior

fragmentacdo e maior numero de esferas.

USP13-Med YAP-KO* + Duplex Controle-KD 4x USP13-Med YAP-KO* + Duplex OCT4-KD* 4x USP13-Med YAP-KO* + Duplex OCT4-KD® 4x

USP13 Med YAP-KO* + Duplex Controle-KD 10x USP13-Med YAP-KO? + Duplex OCT4-KD" 10x : USP13-Med YAP-KO* + Duplex OCTAKD® 10x

Figura 21. O silenciamento transitério de OCT4 forma esferas tumorais menos
coesas em USP13-Med YAP-KOA. Fotos ilustrativas tiradas das esferas de USP13-
Med YAP-KO” nas trés condicbes experimentais distintas. Esquerda, Duplex
Controle-KD em aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Meio, Duplex OCT4-KD” em
aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Direita, Duplex OCT4-KDB em aumento de 4x
(acima) e 10x (abaixo).

O clone YAP-KOB, por sua vez, sofreu mais com a transfeccéo (Figura 22),
podendo ser observado numa visdo geral do po¢o que existem muito mais células
soltas e mortas quando comparadas ao clone sem transfecgéo (Figura 14). Apesar

disso, o tamanho das esferas continua similar, sendo o clone que gera as menores
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esferas entre os trés. Novamente, os grupos tratados com duplex Controle-KD e
OCT4-KDA sdo muito similares no formato e coesdo das esferas, enquanto que o
grupo tratado com OCT4-KDB apresentou muitas células soltas e maior dificuldade de

formacao desses aglomerados (Figura 22).

USP13-Med YAP-KO® + Duplex Controle-KD 4x USP13-Med YAP-KO® + Duplex OCT4-KD* 4x USP13-Med YAP-KO® + Duplex OCT4-KD® 4x

USP13-Med YAP-KO® + Duplex Controle-KD 10X USP13-Med YAP-KO® + Duplex OCT4-KD" 10x USP13-Med YAP-KO® + Duplex OCT4-KD® 10x

Figura 22. O silenciamento transitério de OCT4 forma esferas tumorais menos
coesas em USP13-Med YAP-KOB. Fotos ilustrativas tiradas das esferas de USP13-
Med YAP-KOB nas trés condigGes experimentais distintas. Esquerda, Duplex
Controle-KD em aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Meio, Duplex OCT4-KDBem
aumento de 4x (acima) e 10x (abaixo). Direita, Duplex OCT4-KDB em aumento de 4x
(acima) e 10x (abaixo).

Quanto ao numero total de esferas por poc¢o, ndo foram observadas diferencas
significativas no nimero total de esferas entre as diferentes transfeccdes para o clone
YAP-KOB (Figura 23A), nem nas para as esferas grandes (Figura 23B) e podemos

observar padrbes de tamanho muito similares entre as diferentes transfecc¢fes (Figura

23C)
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Figura 23. O silenciamento de OCT4 leva a uma diminui¢cdo da formacao de
esferas tumorais grandes em USP13-Med. (A) Gréafico mostrando numero total de
esferas, (B) Grafico mostrando nimero total de esferas grandes (>200 um) e (C)
Tabela com as quantidades médias de esferas por poco em cada intervalo de
tamanho nos clones da linhagem USP13-Med transfectados com os trés duplex;
Controle-KD, OCT4-KD” e OCT4-KDEB. Os dados estdo apresentados como média *
desvio padrao de triplicatas biol6gicas e foram analisados pelo teste de ANOVA de
uma via seguido do pés-teste de Tukey. *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

No clone USP13-Med Controle, apesar de ter uma média de numero total de
esferas por poco no grupo transfectado com duplex Controle-KD menor do que no
grupo transfectado com duplex OCT4-KD#, a média de tamanho dessas esferas é
maior (Figura 23C). A média de nimero de esferas no intervalo de tamanho de 200-
300 pm no grupo Controle-KD foi de 15,6 esferas por po¢o, em comparagdo com as
apenas 3,6 esferas por poco no grupo OCT4-KD#, mesmo apresentando esferas em

média menores do que as esferas de Daoy (Figura 17B). Ainda, foi possivel observar

poucas esferas no intervalo de 300-400 pm, predominantemente no grupo
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transfectado com Controle-KD, com em média pelo menos uma por pogo (Figura
23C).

Os clones USP13-Med YAP-KO” e YAP-KOB tiveram um padrdo de média de
tamanhos entre os grupos Controle-KD e OCT4-KD”A muito parecido, o que era
esperado ap0s a visualizacao inicial dos pocgos (Figura 21), e considerando que como
foi observada uma reducéo na expressao proteica de OCT4 com a inibicdo de YAP,
o silenciamento n&o teria um efeito muito marcante nesses clones. Para o clone YAP-
KOA, a maior parte das esferas em ambos os grupos esta no intervalo de tamanho de
100-200 um (cerca de 65% do total de esferas para ambas), enquanto no intervalo de
200-300 pum o grupo tratado com OCT4-KDA tem uma média de 4,3 esferas por poco,
em comparacao com 3,3 esferas para o grupo Controle-KD, que foi o Unico grupo de
transfeccdo desse clone que foi possivel observar esferas maiores de 300 um (Figura
23C). O grupo transfectado com OCT4-KDB teve um padrédo diferente, com a grande
maioria das suas esferas apresentando tamanho médio entre 50-100 um (em média
33 por pogco em comparacao a 8,3 no intervalo de 100-200 um), e nenhuma esfera
com tamanho acima de 200 um (Figura 23C).

No clone USP13-Med YAP-KO® a média de tamanho entre os grupos Controle-
KD e OCT4-KDA, assim como no clone USP13-Med YAP-KOA, foi similar (Figura
23C). No caso do clone YAP-KOB, o grupo transfectado com duplex Controle-KD
gerou mais esferas no intervalo de 100-200 um (em média 16 por poc¢o), seguido de
em média 9 por poco no intervalo de 50-100 um e apenas 1 acima de 200 um. Para
o grupo transfectado com duplex OCT4-KD” essa proporc¢éo ficou mais equilibrada,
com o numero de esferas nos intervalos de 50-100 pm e 100-200 pum sendo igual
(11,6 esferas por poco em ambos os intervalos) e apenas 2 acima de 200 um (Figura

23C). No grupo transfectado com OCT4-KDB, a maior média de nimero de esferas
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por po¢co novamente se deslocou para o intervalo de 50-100 um (9,6 por poco)
enquanto que no intervalo de 100-200 um era possivel observar apenas 5,6 esferas
em média por poco. Nenhum dos grupos transfectados de USP13-Med YAP-KQOB
gerou esferas maiores do que 300 um (Figura 23C).

A partir dos dados obtidos com as esferas tumorais, podemos concluir que a
inibicdo de YAP por CRISPR nas linhagens de meduloblastoma teve um efeito similar
ao observado nas nossas analises prévias por inibicdo farmacolégica (Cortez et al.,
2023 — em preparacédo), com as esferas apresentando mudanca no seu fenétipo com
a inibicdo de YAP, se tornando menores e menos densas indicando menor
proliferacdo celular, e menor coesdo entre as células para formar aglomerados
maiores, e mais importante, menor capacidade de autorrenovacdo, uma das
caracteristicas marcantes do enriquecimento de células-tronco tumorais na
populacao celular, que ocorre no ensaio de formacgéo de esferas (Figuras 17 e 23),
principalmente na linhagem Daoy. Um dado interessante que pode ser observado é
gue o efeito do silenciamento de OCT4 nos clones controle, com expressao normal
de YAP, foi similar ao efeito de inibicdo de YAP entre os clones diferentes. Na
linhagem Daoy, por exemplo, as esferas Controle com duplex Controle-KD
apresentaram uma meédia de 22% de esferas com tamanho acima de 300 pm, em
comparacgédo com 4% nas esferas Controle com duplex OCT4-KD” e 0 com OCT4-
KDB. Além disso, a maioria das esferas no grupo Controle-KD esta equilibrada entre
os tamanhos 100-200 um e 200-300 pum, com cerca de 38% em cada, e este numero
desloca para mais de 60% no intervalo de 100-200 um nas esferas transfectadas com
RNAI. Esse desvio € observado nos clones com inibicdo de YAP, que também
apresentam 1% e 5% de esferas acima de 300 um (YAP-KO e YAP-KO+TAZ-KD,

respectivamente), além de 60% e 71% respectivamente para o intervalo de 100-200
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pm (Figura 17B). Na USP13-Med, ocorre uma forte queda na quantidade de esferas
acima de 200 um tanto com o silenciamento de OCT4, quanto com a inibicdo de YAP,
de cerca de 17% na Controle, para 1-4%. Apesar da maior parte das esferas estar no
intervalo de 100-200 um em todas as condi¢Bes, ocorre um aumento consideravel na
guantidade de esferas no intervalo de 50-100 um, de 10% nas esferas Controle, para
30-40% nas esferas silenciadas e KO-YAP (Figura 23C).

Por fim, esse efeito significativo do silenciamento de OCT4 na capacidade de
formacéao de esferas nos clones Controle ndo foi observado nas esferas KO-YAP,
devido ao fato de que a prépria inibicdo de YAP ja havia causado uma reducéo na
expresséo proteica de OCT4 (Figura 13). Nos grupos de tamanho acima de 200 um,
o0 numero médio de esferas entre os pocos ndo apresentou diferencas significativas
entre as transfec¢fes (Figura 17B e 23B). Isso nos da uma possivel indicacao inicial
de que os efeitos observados na capacidade de formacéo de esferas, pela inibicéo
de YAP, podem ser decorrentes da sua consequente reducao proteica de OCT4. Os
grupos transfectados com OCT4-KDB apresentaram em geral menor nimero de
esferas e tamanhos menores em todos os grupos (Figura 17 e 23), o que pode ser

decorrente da forma como ocorre a inibicdo de OCT4 com esse duplex.
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5. Discusséo
5.1. ViaHippo e YAP no estudo de cancer

O interesse sobre a Via Hippo comecou no inicio dos anos 2000, com trabalhos
em drosofila apontando um papel de seu efetor final, Yorkie, na regulacdo do tamanho
de 6rgdos (Huang et al., 2005, Edgar, 2006, Pan, 2007). Logo em seguida, Dong e
colaboradores demonstraram em seu trabalho que uma desregulagéo da Via Hippo,
com subsequente maior expressédo de YAP/TAZ, ndo sO levava a uma hiperplasia de
orgaos em droséfila e mamiferos, mas quando mantida, essa desregulacdo poderia
levar ao desenvolvimento de tumores (Dong et al., 2007), apresentando esses fatores
como possiveis proto-oncogenes. Além disso, apesar de sua importante funcao no
desenvolvimento de 6rgdos e alta expressdo em células-tronco (Camargo et al.,
2007), foi observado que YAP/TAZ parecem dispensaveis para a homeostase normal
das células adultas, exibindo baixa expressao nestas células até o surgimento de um
trauma que induz reparo em algum tecido danificado, elevando a expressao desses
fatores (Zanconato et al., 2016). O interesse sobre a Via Hippo e sua relacdo com
tumores cresceu quando a funcdo de YAP, em conjunto com seu co-regulador
transcricional, TAZ foi elucidada como um potente fator de transcricdo. Essa funcéo
e exercida com auxilio dos fatores da familia TEAD, que possuem sitios de ligacéo
com o DNA, e sem os quais YAP e TAZ ndo conseguem executar suas funcdes como
fatores de transcricao (Galli et al., 2015, Stein et al., 2015, Zanconato et al., 2015).

Investigando as fungdes de YAP e TAZ no desenvolvimento de tumores,
podemos ver sua relagdo com diversos dos chamados Hallmarks de Cancer
(Hanahan e Weinberg, 2011). A expressdo exacerbada destes fatores esta
diretamente associada com uma proliferacédo celular descontrolada, como ja visto nos

primeiros estudos associando sua funcdo a regulacdo de crescimento de Orgaos
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(Overholtzer et al., 2006, Camargo et al., 2007, Dong et al., 2007, Chan et al., 2008,
Zhao et al., 2007). Outra funcdo que pode ser atrelada ao trabalho de Hanahan e
Weinberg é a de aumento na resisténcia a morte celular, jA que o aumento da
expressédo de YAP/TAZ, assim como a de alguns de seus alvos de transcri¢ao, foi
associada a resisténcia a morte programada (Zhao et al., 2012). Outro Hallmark
também associado as células tumorais, é o de inducdo de angiogénese; e um dos
efeitos de seus alvos, CTGF e Cyr61, € justamente o de induzir a formacao de novos
vasos sanguineos no microambiente tumoral (Brigstock, 2002).

Mais recentemente, a relacdo de YAP e TAZ com a formac&o e manutencao
das células-tronco tumorais levou a discussdo acerca da importancia do estudo
desses fatores a outros patamares. Descritas em tumores soélidos pela primeira vez
no inicio dos anos 2000 (Al-Hajj et al., 2003, Gilbertson et al., 2007), essas células
sdo de suma importancia para o desenvolvimento de novas terapias e abordagens no
estudo de desenvolvimento de tumores por serem células capazes de repovoar o
ambiente tumoral, estarem relacionadas a uma maior agressividade tumoral e com o
surgimento de metastases, este Ultimo sendo outra caracteristica definitiva de células
tumorais (Hanahan e Weinberg, 2011). Além disso, sua capacidade de
autorrenovacao e elevado potencial de diferenciacdo faz com que tumores com
populacdes de células-tronco tumorais sejam mais complexos de se tratar (Yu et al.,
2012, Ayob et al., 2018, Chang, 2016). Em um trabalho anterior desenvolvido por
nosso grupo (Cortez et al., 2023 — em preparacdo), realizamos a inibicao
farmacologica de YAP usando um composto chamado Visudyne (comercialmente
conhecido como Verteporfina), e observamos um efeito significativo da inibicdo de
YAP na capacidade das células tumorais em formarem esferas tumorais, que, como

mencionado anteriormente, sdo aglomerados celulares enriquecidos com marcadores
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de células-tronco. No presente trabalho, observamos novamente o efeito dessa
inibicdo sobre a formacéo de esferas tumorais, mas em clones com inibicdo de YAP
por edicdo génica, que também resultou em um crescimento menos uniforme desses
aglomerados celulares em relacdo aos clones Controle com expressao normal de
YAP (Figura 14), apresentando um maior numero de esferas menores e menos
coesas (Figura 17 e 22).

Devido ao papel conhecido da expressdo de YAP/TAZ em células-tronco
embrionéarias, na manutencdo de fendtipo tronco em células tumorais e evidéncias
atrelando sua expressdo com a inducdo de um fendtipo progenitor em células
diferenciadas, consideramos fundamental explorar mais a fundo a interacdo destes
com outros fatores de transcricdo, como o OCT4, que ja é descrito ha muito tempo
como um importante marcador de pluripoténcia (Palmieri et al., 1994). O OCT4 foi um
dos quatro genes manipulados na geracdo original das primeiras células-tronco
pluripotentes induzidas (Takahashi e Yamanaka, 2006) e a queda de sua expressao
esta diretamente associada a diferenciacao celular (Shi e Jin, 2010), além de ter sua
maior expressao atrelada a um pior prognéstico em pacientes de meduloblastoma,
sendo responsavel por aumentar a agressividade desses tumores (Rodini et al., 2011,

Silva et al., 2017).

5.2. Uma possivel regulagdo entre OCT4 e YAP em células tumorais

A ideia de focar na possivel relacdo entre OCT4 e YAP foi motivada pelo
numero crescente de estudos solidificando o papel do YAP como um fator envolvido
na geracao e manutencao de um estado progenitor/desdiferenciado das células. Lian

e colaboradores demonstraram que a expressao de YAP esta diretamente associada
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ao destino das células, com células-tronco embrionarias perdendo expresséo de YAP
durante a diferenciacdo (Lian et al., 2010). Além disso, foi demostrado que a
superexpressédo de YAP em células-tronco embrionarias mantidas em condi¢es para
diferenciacéo foi capaz de sustentar a pluripoténcia dessas células, que mantiveram
a expressao proteica de OCT4 e Sox2, em contraste com as células controle que se
diferenciaram normalmente e tiveram a expressao destes mesmos fatores reduzida.
Por fim, os autores mostraram também que durante a reprogramacdo de células-
tronco pluripotentes induzidas, a expressao de YAP era significativamente mais alta
nas células reprogramadas do que nos fibroblastos parentais que as geraram (Lian et
al., 2010). Em nosso trabalho, um dos resultados mais interessantes foi o de
comparacao da expresséao proteica de OCT4 em duas linhagens de meduloblastoma
com clones controle e CRISPR-YAP, mostrando que nessas células tumorais, a
deteccdo de OCT4 é apenas visivel nos clones com expressao proteica normal de
YAP (Figura 13 e 14), o que é congruente com 0s resultados obtidos em células
embrionérias (Lian et al., 2010). Além disso, a queda na expresséo proteica de OCT4
nao foi acompanhada de uma queda na sua expressao génica (Figura 9), como
esperado originalmente. Esses resultados sugerem que o mecanismo que pode estar
operando entre a inibicdo de YAP e a reducdo na expresséao proteica de OCT4 seja
0 de uma regulacéo poés-transcricional ou traducional.

E interessante observar essa relagdo acontecendo em células tumorais, uma
vez que ja é bem definida a funcdo de OCT4 como um marcador de pluripoténcia. O
fato de sua expressao proteica possivelmente estar atrelada a expresséo de YAP
agrega para o conhecimento de como esses dois fatores podem interagir para a
formacdo de células-tronco tumorais, contribuindo para a agressividade de

meduloblastoma, especialmente nos dois grupos dos modelos estudados: SHH
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(Daoy) e grupo 3/ 4 (USP13-Med), que sdo os dois grupos mais agressivos dessa
doenca (Schwalbe et al., 2017). Vale ressaltar que mesmo valores consideravelmente
baixos de expressédo de OCT4 em tumores, especificamente a isoforma OCT4A, séo
considerados indicadores de pior prognéstico para pacientes (De Resende et al.,
2013).

Em 2008, Varelas e colaboradores exploraram a importancia de TAZ para a
regulacdo da autorrenovacdo em ceélulas-tronco embriondrias humanas. Foi
demonstrado que TAZ, com a estimulagdo da via do TGFfB, auxilia a ligacdo dos
complexos Smad 2/3-4, contribuindo no seu transporte para o nicleo e consequente
manutencdo dos marcadores de autorrenovacdo. Quando TAZ é silenciado, essas
células perdem a capacidade de se autorrenovar e comegcam um processo de
diferenciacdo (Varelas et al., 2008). Esse mecanismo envolvendo TAZ, porém, era
independente de OCT4, visto que sua expressado proteica ndo foi afetada pelo
silenciamento de TAZ. No presente trabalho nés focamos no YAP, o fator de
transcricdo mais estudado da Via Hippo e que possui uma correlagdo conhecida com
o OCT4., uma vez que possuiamos um modelo de clones tumorais que passaram
pelo processo de CRISPR. Entretanto, ressaltamos a importancia de explorar também
a atividade de TAZ em estudos futuros, por ja existirem muitas evidéncias associando
sua expressao independente com a manutencdo do fendtipo tronco em células
embrionarias e progenitoras.

Outro trabalho encontrou que alguns dos efeitos de YAP em tumores de
pulmé&o eram mediados pela regulacéo da expresséao de Sox2 por via de uma ligacao
fisica entre OCT4 e YAP em seu dominio WW (Bora-Singhal et al., 2015), que é o
mesmo dominio pelo qual YAP se liga a TAZ. Neste trabalho n&do avaliamos

diretamente essa interacdo entre os dois fatores, entretanto, foi observado que na
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formacao de esferas tumorais, a consequéncia de realizar apenas o silenciamento de
OCT4, ou apenas a inibicdo de YAP, foi muito similar (Figura 18B e Figura 24B). A
média de tamanho com qualquer uma dessas condi¢cfes foi reduzida, com um
aumento no numero de esferas pequenas, e uma reducdo no nimero de esferas
maiores. Além disso, o efeito do silenciamento de OCT4 com o duplex OCT4-KD” em
clones que ja estavam com YAP inibido n&o foi tdo significativo quanto nos clones
com expresséo normal de YAP, o que pode indicar que, com a desregulacao da Via
Hlppo, os efeitos observados com a expresséo anormal de YAP s&o resultado de uma
acdo conjunta com OCT4 para enriquecimento de marcadores de células-tronco e na
formacao de esferas tumorais. Um indicio desse resultado é de que OCT4, parece ter
uma influéncia significativa no fenétipo das esferas, visto que sua inibicdo em células
com expressdo normal de YAP teve consequéncias similares as de células que
tiveram inibicdo de YAP, e consequente reducao nos niveis proteicos de OCT4. Seria
necessario, porém, conseguir um modelo com células apresentando superexpressao
de OCT4 em células KO-YAP e verificar sua capacidade de formacao de esferas para
conseguir delimitar melhor a interacao entre esses dois fatores de transcricéo.

O resultado obtido com o duplex OCT4-KD® foi 0 que mais nos intrigou, pois
apesar de néo parecer afetar tanto a expressao génica de OCT4, quando comparado
ao duplex OCT4-KDA (Figura 10), na maioria dos casos a transfeccdo com esse
duplex levou a uma menor expresséo dos genes estudados, menor numero total de
esferas formadas, e menor tamanho médio dessas esferas, parecendo afetar
significativamente a capacidade proliferativa das células tumorais testadas. Isso pode
estar relacionado a uma diferenga na forma de inibicdo de OCT4 por esse duplex em
especifico, que pode afetar diferentemente. as isoformas. Esses resultados

evidenciam a complexidade no estudo de OCT4, e a dificuldade em discernir as
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funcdes de suas isoformas. Devido a essa dificuldade, optamos por utilizar primers e
anticorpos tanto para OCT4, quanto para OCT4A, aproveitando que a isoforma
OCT4A é a Unica que apresenta 0 exon 1 em seu transcrito. Mesmo utilizando primers
e anticorpos especificos para OCT4A, este fator de transcricdo se mostrou de dificil
deteccdo nas metodologias de PCR e Western Blot devido a sua baixa expressdo em
células mais diferenciadas. N6s conseguimos detectar a expressao proteica de
OCT4A apenas na linhagem Daoy, 0 que é interessante considerando que esta
linhagem apresenta uma expresséo basal de YAP maior do que a USP13-Med, em
decorréncia de ser um subtipo de meduloblastoma diretamente associado com
desregulacdes da Via Hippo. Esse resultado pode indicar uma associacao entre YAP
e OCT4A e seria interessante para estudos futuros com técnicas de detec¢cdo mais
especificas para cada uma das isoformas.

No presente trabalho também foi possivel observar uma interacao curiosa; na
linhagem USP13-Med, o silenciamento de OCT4 levou a um aumento da expressao
transcricional de YAP apenas no clone com expressdo proteica normal de YAP,
enguanto nos clones KO-YAP, a sua expressao génica foi reduzida. Além disso, todos
os genes-alvo de YAP (CTGF, Cyr61 e Birc5) tiveram o0 mesmo padrao de expressao,
0 que pode indicar uma regulacao transcricional de YAP por OCT4 nessas células.
Sabendo-se que os niveis proteicos de OCT4 caem na auséncia da proteina de YAP,
e que ocorre um aumento na expressao génica de YAP em resposta ao silenciamento
de OCT4, podemos sugerir que para a linhagem de USP13-Med, o YAP estaria
envolvido de alguma forma na regulacédo da expressdo de OCT4. Sendo assim, a
superexpressao transcricional de YAP seria uma forma da célula manter a expresséo
de OCT4. Esse controle, porém, teria que ser dependente da expresséo proteica de

YAP, visto que nos clones KO-YAP a expressao transcricional de YAP e seus alvos €
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reduzida (Figura 11). Essa regulacdo nao ocorreu na linhagem Daoy, mas vale
ressaltar que, apesar de serem duas linhagens de meduloblastoma, elas apresentam
origens e desenvolvimento diferentes, o que acarreta num perfil genético distinto.
Dessa forma, nem todas as interagdes e resultados que séo observados em uma das
linhagens serdo observados na outra. A Daoy é uma linhagem decorrente de
meduloblastoma tipo SHH, com maior expresséo de YAP, e reduzida expressdo de
TP53 (lvanov et al., 2016). Ja a USP13-Med, é uma linhagem de meduloblastoma tipo
3/4, com modificagBes genéticas diferentes (Silva et al., 2015).

Seria muito interessante realizar ensaios de superexpressao de YAP nas
células YAP-KO, para tentar resgatar sua expressao proteicae avaliar os efeitos sobre
a expressao de OCT4, que caso fosse resgatada também, reforcaria uma possivel
regulacao entre esses dois fatores que sdo fundamentais para a regulacéo do fenétipo
tronco. Originalmente tentamos gerar um modelo de superexpressao condicional de
YAP nas células YAP-KO, por inducao por doxiciclina, mas tivemos dificuldades em
manter as células com os vetores de superexpressdo, fazendo com que fosse
necessaria a adocao de um modelo mais simples para a conclusdo do projeto em
tempo habil. Outro modelo que ajudaria a elucidara relagédo entre OCT4 e YAP,
especialmente levando em conta os resultados que obtivemos em esferas, seria o de
uma superexpressao de OCT4 em células KO-YAP, para entdo verificar a capacidade
na formacéo de esferas. Seria interessante comparar os resultados obtidos com esse
outro modelo com os dados obtidos neste trabalho, que mostraram que o
silenciamento de OCT4 em células com expressédo normal de YAP resulta em efeitos
similares na capacidade de proliferacéo e autorrenovacgéao de esferas tumorais do que

a inibicdo de YAP, com consequente reducéo na expressao de OCTA4.
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Em suma, apesar de ainda serem necessarias analises mais especificas
juntamente com analises de outros envolvidos nessa comunica¢ao, nossos resultados
demonstram que: em ambas as linhagens Daoy e USP13-Med a reducgédo da
expressao proteica, mas néo génica de OCT4, parece estar diretamente associada a
expresséo de YAP, sendo apenas detectada em clones que nao tiveram knockout de
YAP por CRISPR. Além disso, o efeito do silenciamento de OCT4 sobre a formacéo
de esferas tumorais em ambas as linhagens foi muito similar ao efeito por inibicéo de
YAP, de modo que o silenciamento de OCT4 nos clones com inibicdo de YAP nao
mudou significativamente o fenotipo destas células, mostrando que ambos os fatores
parecem estar diretamente ligados com a agressividade tumoral, mas que a principio
podem agir em conjunto para induzir o fenétipo tronco mais agressivo. Um efeito
restrito a linhagem USP13-Med, porém muito interessante, foi o de aumento na
expressao transcricional de YAP e seus alvos apenas no clone controle com o
silenciamento de OCT4, em conjunto com o resultado de reducdo na expressao
proteica de OCT4 quando YAP é inibido, esse resultado pode indicar quenessa
linhagem ocorre uma regulacdo poés-transcricional ou traducional de OCT4

dependente de YAP.
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6. Conclusdes
Levando em consideracao os objetivos iniciais que nos propomos a alcangar com
0 desenvolvimento deste projeto, podemos concluir que:

1. Nas linhagens de meduloblastoma humano Daoy e USP13-Med, quando
submetidas a inibicdo de expressao de YAP por CRISPR, nao foi observada
uma reducéo significativa na expresséao transcricional de OCT4. No entanto,
0s niveis proteicos desse fator foram significativamente afetados, sendo
reduzidos em todas as células sem expresséo de YAP.

2. Na linhagem de meduloblastoma humano USP13-Med, o silenciamento de
OCT4 por pequeno RNA de interferéncia, levou a um aumento na expressao
transcricional de YAP e de seus genes-alvo nos clones controle, o que néo foi
observado nos clones com inibicdo de expresséao de YAP.

3. Nas linhagens de meduloblastoma humano Daoy e USP13-Med, foi observada
uma reducdo na capacidade de formacdao, proliferacdo e autorrenovacao de
esferas tumorais apds o silenciamento de OCT4, indicada pela reducdo no
namero de esferas grandes, e maior fragmentacdo em esferas menores. Este
efeito foi 0 mesmo que o observado com a inibicdo de YAP por CRISPR nos

clones estudados.
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