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RESUMO  
 
As células pluripotentes induzidas (iPSC) apresentam um grande potencial 

terapêutico, mas seu uso é dependente da capacidade de encontrar estratégias 

para suprimir o seu potencial tumorigênico. No entanto, esse risco diminui com a 

utilização de células num estado mais diferenciado. O uso dos fatores de 

transcrição OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC e NANOG para induzir iPSC 

demonstraram a já conhecida importância desses genes para manter o estado 

pluripotente. Portanto, a hipótese do presente trabalho é que a presença desses 

genes seriam os responsáveis pelos teratomas formados a partir das iPSC. P19 é 

uma linhagem de teratocarcinoma amplamente utilizada como modelo de iPSC, 

uma vez que apresenta células de carcinoma embrionário (semelhantes as 

células tronco embrionárias, mas malignas), além de ter a capacidade de se 

diferenciar em células derivadas dos três folhetos embrionários. Teratocarcinomas 

são um dos tumores testiculares de células germinativas (TCGT) mais comuns e 

também um dos tumores sólidos mais curáveis. Entretanto, uma pequena parcela 

dos pacientes apresentam resistência ao tratamento com cisplatina ou 

etoposídeo. Nosso objetivo foi avaliar a importância dos fatores comumente 

utilizados nas iPSC tanto na indução de teratomas quanto na sua contribuição na 

resistência de TCGT. Desse modo, silenciamos (KD), separadamente, os fatores 

nas células P19 e, após a confirmação do silenciamento, caracterizamos as 

células quanto a sua capacidade de formar teratoma. Nossos resultados 

mostraram que todas as células KD foram capazes de formar tumores, mas 

apenas a redução de OCT4 e SOX2 geraram tumores mais diferenciados, 

apresentando células derivadas de todas as camadas germinativas. Os resultados 

in vitro demonstraram que apenas KLF4 e c-MYC KD aumentaram a sensibilidade 

à cisplatina sozinha ou combinada com etoposídeo. Células OCT4 KD 

apresentaram resistência semelhante as células controle, e SOX2 KD respondeu 

somente à combinação, enquanto que NANOG apenas à cisplatina. Assim, 

nossos resultados sugerem que análise KLF4 e c-MYC pode ser útil para detectar 

uma possível resistência ao tratamento em TCGT.  
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ABSTRACT 
 

Induced pluripotent cells (iPSC) have a great potential for therapeutic use, which is 

dependent on the ability to abolish their tumorigenic potential. However, this risk 

decreases with the use of cells in a more differentiated state. The use of OCT4, 

SOX2, KLF4, c-MYC and NANOG to induce iPSC demonstrated the already 

known importance of these genes to maintain stemness. Therefore, our working 

hypothesis is that the presence of these genes is responsible for iPSC-derived 

teratomas. P19 teratocarcinoma cell line is widely used as an iPSC model, since it 

presents embryonic carcinoma cells (similar to embryonic stem cells, but are 

malignant), besides having the capacity to differentiate into cells derived from the 

three embryonic germ layers. Teratocarcinomas are one of the most common type 

of testicular germ cell tumors (TGCT), and also the most curable solid tumors. 

However, a small proportion of patients present resistance to cisplatin or 

etoposide. Our aim was to evaluate the importance of the transcriptions factor 

commonly used to induce iPSC in the induction of teratoma and also their 

contribution in the resistance induction. Therefore, we separately knocked down 

(KD) the transcription factors in P19 cells and after the silencing confirmation we 

characterized them for their capacity to form a mature teratoma. Our results 

showed that all KD cells were able to form tumors, but only reduction of OCT4 and 

SOX2 generated a more differentiated tumor, presenting cells from all embryonic 

germ layers. In vitro results showed that only the absence of KLF4 and c-MYC 

increased sensitivity for cisplatin alone or combined with etoposide. OCT4 KD 

results were similar to control cells, and SOX2 KD only responded to combination, 

while NANOG to cisplatin. Taken together, our results suggest that KLF4 and c-

MYC analysis might be helpful to detect possible TGCT treatment resistance. 
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INTRODUÇÃO 

1. TUMORES DE CÉLULAS GERMINATIVAS (TCG) 
Tumores de células germinativas testicular (TCGT) são um dos carcinomas 

mais comum em homens jovens e, apesar da alta incidência, a introdução de 

quimioterapia utilizando cisplatina nos anos 70 resultou em um grande aumento 

da sobrevida dos pacientes, mesmo nos casos com metástase [1,2]. 

TCGT podem ser divididos, clinicamente, em: (i) carcinoma in situ, CIS, 

precursor do TCG; (ii) seminomas, tumores compostos por células similares as 

células germinativas primordias; e (iii) não-seminomas, que apresentam tanto 

células pluripotentes quanto células diferenciadas e são divididos nos seguintes 

subgrupos: (a) carcinoma embrionário (EC), composto por células 

indiferenciadas com aparência epitelial; (b) coriocarcinoma, apresenta uma 

mistura, em proporções variáveis, de sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto e células 

trofoblásticas intermediárias; (c) tumor do saco vitelino que contém células que 

recapitulam o saco vitelino, alantoide e mesênquima extraembrionário; e (d) 

teratomas (Figura 1) [1,3]. 

Figura 1| Modelo proposto para a tumorigênese de células germinativas testicular. Alterações podem levar a 

transformação das células embrionárias em carcinoma, como perda de genes supressores tumorais e duplicação genômica 

do cromossomo 12, que promovem a progressão para seminoma e carcinoma embrionário. Outras mutações resultam na 

perda de pluripotência e formam tumores com características mais diferenciadas (coriocarcinoma, tumor do saco vitelino e 

teratomas). Teratomas podem ser divididos em três subtipos: maduros (composto por células diferenciadas), imaturos 

(composto por células imaturas, principalmente com componentes neuroepiteliais, podendo ou não apresentar tecidos 

maduros) ou teratocarcinoma (composto por uma mistura de células de carcinoma embrionário e teratoma). Adaptado de 

Hart, 2005[1]; Bustamante-Marín, 2013[4]; H. Isaacs, 2013[7]. 
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Uma das características única dos TCGT é a amplificação do cromossomo 

12p, além de menos de 1 % apresentam mutações em TP53 [2,3]. Além disso, 

OCT4 pode ser usado como um marcador específico de TCGT, uma vez que é 

altamente expresso em pacientes com CIS, seminoma e EC, mas não está 

expresso em componentes diferenciados dos tumores não-seminoma [3]. Assim 

como OCT4, NANOG também apresenta o mesmo estilo de expressão [1]. 

Diferentemente dos outros tumores sólidos, a maquinaria de resposta à dano ao 

DNA raramente é ativada espontaneamente [2]. 

Seminomas são relativamente de baixa malignidade enquanto que não-

seminomas (NSTCG) apresentam um fenótipo clínico mais agressivo e 

metastizam mais; entretanto, são menos sensíveis à radioterapia que os 

seminomas [2,4]. Tumores metastáticos residuais normalmente consistem em 

tecidos somáticos maduros e completamente diferenciados após quimioterapia de 

NSTCG. Assim, dois possíveis mecanismos referente a essa diferenciação são 

propostos: remoção seletiva dos componentes imaturos ou indução direta da 

diferenciação de células malignas [5].   

1.1. Teratomas 
Teratomas são TCGT benignos, compostos por diversos tipos celulares 

derivados dos três folhetos embrionários (ectoderme, mesoderme e endoderme) 

presentes de forma desorganizada. Componentes ectodérmicos, epiderme e, 

principalmente, tecido neuronal, compõe grande parte do teratoma. Células 

derivadas da mesoderme, como gordura, cartilagem, osso e músculo também 

estão bastante presentes. Entretanto, componentes endodermais, células  de 

tecido intestinal / gástrico ou respiratório são pouco comuns [6,7].  

Teratomas podem ser classificados em (i) teratomas maduros, composto 

exclusivamente por células diferenciadas, (ii) tumores imaturos, composto por 

células imaturas, principalmente com componentes neuroepiteliais, podendo ou 

não apresentar tecidos maduros; e (iii) teratocarcinoma (Figura 1) [4,6–8]. 

Teratocarcinomas são TCG malignos compostos por uma mistura de células 

de carcinoma embrionário e teratoma. Uma característica importante desse tumor 

é a presença de células tronco tumorais, chamadas de células de carcinoma 

embrionário (ECCs), consideradas versões malignas das células tronco 
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embrionária (ESCs) [6]. ECCs apresentam características semelhantes as células 

pluripotentes embrionária pré-implantação, incluindo a capacidade de proliferação 

ilimitada. Uma das maiores diferenças é a presença da amplificação do 

cromossomo 12p, além da superexpressão dos genes presentes na região 12p13, 

como NANOG, CD9, STELLA, entre outros em ECCs [3]. 

1.2. A linhagem de carcinoma embrionário murino P19 
A linhagem de carcinoma embrionário P19 é derivada de um teratocarcinoma 

formado após o transplante de um embrião com 7.5 dias no testículo de um 

camundongo C3WHe adulto [9]. 

Diversas características propiciam o seu amplo uso e que a fazem um modelo 

adequado para estudar o desenvolvimento inicial de mamíferos, investigando os 

mecanismos moleculares que governam a diferenciação, características das 

células tronco tumorais e desenvolvimento tumoral. Essas células possuem um 

cariótipo normal, não apresentando nenhuma anormalidade genética; podem ser 

transfectadas com DNA contendo genes recombinantes, gerando linhagens 

estáveis expressando o gene; além de serem pluripotentes, ou seja, capazes de 

se diferenciar em células derivadas dos três folhetos embrionários (ecto, meso e 

endoderme). Apesar de derivar de um tumor maligno, participam da formação de 

tecidos normais, quando injetadas em blastocistos, gerando quimeras, ou seja, 

são capazes de participar das vias normais de diferenciação [10,11]. 

Além disso, uma característica que a distingue das demais linhagens de 

carcinoma embrionário é o fato de não diferenciar em alta confluência. Na 

realidade, a diferenciação dessas células pode ser controlada por compostos não-

tóxicos e de forma dose-dependente. Ácido retinóico (RA) é um dos tratamentos 

mais efetivos para diferenciação das P19, e quando agregados (corpos 

embrióides) são expostos a altas doses de RA (maior que 10-7 M), neurônios e 

astroglia são observados; em doses intermediárias (aproximadamente 10-8 M) 

poucos neurônios são observados e células da musculatura esquelética são 

abundantes; e, em baixas doses (10-9 M), células da musculatura cardíaca 

predominam [10]. Outra composto bastante efetivo é o dimetil sulfóxido (DMSO), 

que na concentração de 0.5 – 1 % (v/v) induz a diferenciação dos agregados em 

diferentes células derivadas da meso e endoderme. O primeiro tipo celular a 
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diferenciar são células cardíacas agrupadas realizando contração ritmada, 

posteriormente, células da musculatura esquelética são observadas [10]. 

Tratamento com oxitocina e butirato de sódio também foram capazes de induzir 

diferenciação [10,12]. Além disso, hipóxia é capaz de induzir a diferenciação, 

sendo neurônios dopaminérgicos o tipo celular predominante [13]. 

1.3. Tratamento 
Apesar do aumento dos casos de TCGT nos últimos anos, esse câncer é um 

dos com melhores chances de cura, uma vez que o início do uso de cisplatina 

teve um grande impacto no tratamento, tornando-se um dos tumores sólidos mais 

curáveis da atualidade [14]. O tratamento ouro atual para TCGT consiste em 

ciclos com combinação de quimioterápicos, principalmente bleomicina, 

etoposídeo e cisplatina (BEP), alcançando 90 a 95 % de cura [15]. 

1.3.1. Cisplatina 
Cisplatina (cis-diamino dicloroplatina II, CDDP) é um agente inorgânico 

platinado formado por um íon de platina que é rodeada por quatro ligantes na 

posição cis: dois átomos de cloreto e duas moléculas de aminas.  

CDDP é um efetivo quimioterápico bastante utilizado, desde os anos 70, no 

tratamento de diversos cânceres, como testicular, ovário, cabeça e pescoço, e 

cervical [16–18]. Além de ser muito utilizado em combinação com outras drogas: 

associado com taxanos e 5-fluoracil em câncer de mama, e com etoposídeo e 

bleomicina em TCGT [15,18]. 

Cisplatina forma complexos de platina altamente reativos e carregados. 

Intracelular, CDDP torna-se biologicamente ativa pela substituição por moléculas 

de água de um ou dos dois grupos cloreto que se ligam a grupos nucleofílicos, 

como regiões ricas em CG no DNA, induzindo ligações cruzadas tanto na mesma 

fita (intrafita) quanto entre as duas fitas distintas (interfita), também pode atuar 

gerando ligações cruzadas entre DNA e proteína [2,19]. Apesar de poder gerar 

vários tipos de ligações cruzadas, a preferência de atuação é na formação de 

adutos covalentes de DNA com a ligação entre guanina-guanina na posição N7 

[20].  
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A ligação de cisplatina na estrutura do DNA afeta o seu uso como molde para 

a transcrição [20]. Além disso, a citotoxicidade de CDDP correlaciona com a 

quantidade de platina ligada ao DNA e também pela forma como é captada. Essa 

captação de CDDP difere entre as diferentes células, por exemplo, em células 

sensíveis de câncer de ovário, a captação ocorre por difusão passiva e transporte 

ativo, já nas células resistentes é realizada somente por difusão passiva [20].  

Alguns mecanismos celulares atuam com o intuito de defender as células do 

efeito da cisplatina. Glutationa e metalotioneína, pertencentes ao grupo tiol 

(sulfidrila), detoxificam cisplatina via conjugação; já proteínas contendo cópias do 

motivo do grupo de alta mobilidade (HMG) são capazes de reconhecer a 

modificação gerada pela CDDP no DNA, um exemplo desse grupo é SOX2 (ver 

tópico 2.3); também o reparo dos adutos gerados são principalmente corrigidos 

via reparo de excisão de nucleotídeos (NER) [2,3,14,20]. 

Entretanto, apesar da alta resposta ao tratamento com cisplatina, alguns 

pacientes acabam desenvolvendo resistência ao tratamento [16]. Resistência à 

CDDP pode ocorrer devido a diversos mecanismos, incluindo redução de acúmulo 

e aumento do efluxo de CDDP no citoplasma celular. Enquanto que no núcleo, 

redução da acessibilidade do DNA e aumento da resposta à reparo também 

podem participar [16,21]. Ainda, o aumento de metalotioneína, glutationa e/ou 

glutationa-S-transferase e aumento da via NER também estão associadas à 

resistência à CDDP [16]. 

Especificamente em TCGT, resistência à CDDP podem ocorrer devido: (i) 

redução na expressão de OCT4 e falha na indução das proteínas pró-apoptóticas 

Puma e Noxa; (ii) mudanças na expressão de certos miRNAs (miR-17/-106b, miR-

302a, ou miR-371 a 373); (iii) aumento dos níveis de MDM2 e translocação 

citoplasmática de p21 via fosforilação; e (iv) ativação da via PDGFRb / PI3K / 

pAKT (Figura 2A) [22]. 

Diversas características encontradas em TCGT contribuem para a alta 

resposta ao tratamento com cisplatina, como apresentar baixos níveis de 

expressão de algumas das proteínas da maquinaria de reparo ao DNA e, assim, 

permite o acúmulo de danos e ativação da apoptose [3,14]. Os níveis de 

detoxificantes, como glutationa, são menores nesse tipo tumoral [3]. 
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Opostamente, aumento da expressão de células contendo o domínio HMG 

correlacionam com a sensibilidade de TCGT, uma vez que reconhecem os adutos 

intrafita causado pela cisplatina e ligam-se a eles inibindo a atuação de reparo via 

NER [3]. Além disso, altos níveis de OCT4 correlacionam com a alta expressão de 

Noxa e baixos níveis de p21 (Figura 2B) [2,23]. 

 

 

Figura 2| Vias de atuação da cisplatina nos mecanismos de resistência (A) e sensibilidade (B) em tumores de 

células germinativas (TCG). (A) Deficiência no sistema de reparo por pareamento errado (MMR – mismatch repair) pode 

conduzir a perda do sinal pró-apoptótico ou induzir o aumento da síntese translesão em que há o contorno dos adutos de 

DNA gerados pela cisplatina, permitindo que as células escapem da apoptose. Além disso, células resistentes à cisplatina 

apresentam alteração da resposta via p53 levando à (i) ativação de p21, via fosforilação, assim p21 transloca para o 

citoplasma induzindo parada no ciclo, e (ii) falha em ativar a resposta pró-apoptótica via Puma e Noxa. A ativação de p21 

também pode ocorrer devido ao aumento da via PI3K / pAkt. Por intermédio desses mecanismos, células resistentes 

ativam a parada do ciclo celular na fase G1 / S e evitam a apoptose. (B) Células TCG sensíveis à cisplatina ativam a 

resposta ao dano ao DNA, levando à apoptose mediada por p53 via indução de Puma e Noxa. A presença de OCT4 

aumenta a resposta pró-apoptótica e. paralelamente, altos níveis de OCT4 e do microRNA miR-302a estão ligados a baixa 

expressão de p21 e falha em ativar a parada do ciclo celular em G1. Os membros da família de p53, p63 e p73, 

representam uma via alternativa para a indução de apoptose via Puma e Noxa. Traduzido de Jacobsen, 2015[22]. 
 

Cisplatina não só é capaz de reduzir a proliferação de células TCGT, mas 

também induzir diferenciação das ECCs [24]. Em 2002, Mizutani et al. 

demonstrou que células de carcinoma embrionário humano podem ser induzidas 
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a diferenciar em teratomas in vivo via tratamento de cisplatina (dose de 3 mg/kg). 

A diferenciação foi associada com redução dos níveis do crescimento tumoral, 

aumento da expressão de genes pró-apoptóticos e aumento da sobrevida dos 

camundongos [5]. Em câncer de mama, também foi observado a redução de 

marcadores de pluripotência e aumento da expressão de marcadores de 

diferenciação frente ao tratamento com CDDP [18]. Portanto, a indução de 

diferenciação terminal pode ser uma via para reduzir os resíduos malignos 

resistentes [21,25]. 

1.3.2. Etoposídeo 
Etoposídeo (VP-16) é um derivado semi-sintético da podofilotoxina, uma 

substância extraída da raiz de mandrágora e usado como terapia padrão para 

diversos tipos de cânceres: carcinoma pulmonar de células pequenas, linfomas 

malignos, câncer testicular resistente, leucemia e sarcoma de Kaposi [26,27]. 

VP-16 exerce a sua atividade tóxica nas células ao se ligar e inibir a ação da 

enzima topoisomerase II (topo II). Essa enzima é essencial para replicação e 

transcrição do DNA, segregação da cromatina e recombinação do DNA [28]. VP-

16 forma um complexo ternário estável e não reparável com a topo II e a 

extremidade 5’ clivada do DNA. As células reconhecem esse dano e sinalizam 

para induzir a parada no ciclo na fase G2/M e a ativam apoptose mediada por p53 

[26,29–31]. 

A sensibilidade à apoptose induzida por etoposídeo tanto em ESCs quanto em 

ECCs, aparenta ser depende do seu estado de diferenciação. Em teratomas, o 

tratamento resultou na diminuição de componentes imaturos de tecido 

neuroepitelial, principal componente dos teratomas com altos índices 

proliferativos, enquanto que os tecidos com características mais diferenciados 

mantiveram-se inalterados [28]. Assim, o efeito do VP-16 no crescimento dos 

teratomas parece ser devido ao fato desse tipo tumoral apresentar altos índices 

de proliferação, enquanto que os tecidos diferenciados apresentam pouca 

proliferação [28]. Em ESCs humanas, o tratamento induziu apoptose, aumento da 

expressão de p53 e PUMA, além de células indiferenciadas OCT4 positivas foram 

mais sensíveis à apoptose induzida pelo tratamento com etoposídeo do que a sua 

progênie diferenciada [29]. Em células pluripotente induzidas (iPSC) também 
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observou-se benefício com o pré-tratamento com VP-16, uma vez que animais 

injetados com células pré-tratadas tiveram menor número de teratomas, além da 

redução da massa tumoral nos que conseguiram formar tumor [32]. 

Resistência à VP-16 pode ser observada em algumas células, podendo 

ocorrer devido à alteração na expressão e atividade de genes alvo, redução da 

expressão de topo II ou de genes responsáveis pelo reparo de pareamentos 

errados (MMR – mismatch repair), e, principalmente, devido à presença da 

glicoproteína-P, codificada pelo gene MDR1 (resistência à múltiplas drogas), que 

funciona como uma bomba de efluxo ATP-dependente removendo ativamente a 

saída do fármaco do interior da célula [3,31]. 

Resistência à VP-16 também pode ocorrer devido à presença de hipóxia, que 

altera, diretamente, a privação de oxigênio necessário por algumas drogas para 

induzir dano ao DNA; ou então, indiretamente, pela modulação de genes 

responsáveis pela resistência à morte celular [30,33]. Hipóxia teve um efeito 

protetor à citotoxicidade de VP-16 em neuroblastoma; e, em câncer hepático, 

reduziu a resposta das células ao tratamento com etoposídeo por, pelo menos, 

duas vias: redução dos níveis de expressão de p53 e indução da via de pró-

sobrevivência, via aumento da expressão de c-jun [30,33]. 

2. FATORES DE TRANSCRIÇÃO 
A regulação da expressão gênica é de extrema importância seja para 

expressão de tecido específico ou de genes ativados / reprimidos devido a 

diferentes estímulos, e essa regulação, na maioria das vezes, ocorre à nível 

transcricional [34]. Fatores de transcrição (transcription factors - TFs) são 

proteínas que se ligam a sequências específicas do DNA, regulando os níveis de 

transcrição do gene, atuando positiva ou negativamente, podendo realizar a sua 

função sozinho ou formando complexos com outras proteínas com o intuito de 

ativar ou reprimir genes específicos [34]. 

As tabelas I e II resumem as características dos fatores de transcrição 

comumente expressos nas células indiferenciadas em humanos e em 

camundongos utilizados nessa tese. 
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Tabela I. Características dos fatores de transcrição em humanos. 
Gene Localização Éxons Isoformas mRNA Proteína Peso Pg 

OCT4 
(POU5F1) 

Chr 6 

(6p21.31) 

5 A 1430 pb 360 aa 38 kDa 6 

B-265 2075 pb 265 aa 35 kDa 

B-190 190 aa 23 kDa 

B-164 164 aa 20 kDa 

B1 2300 pb 164 aa 20 kDa 

KLF4 Chr 9 (9q31) 4 1 (a) 3014 pb 513 aa 55 kDa 1 

2 2903 pb 479 aa 51 kDa 

SOX2 Chr 3 

(3q26.33) 

1 1 2520 pb 317 aa 34 kDa - 

NANOG Chr 12 

(12p13.31) 

5 1 2103 pb 305 aa 35 kDa 11 

2 2055 pb 289 aa 33 kDa 

c-MYC Chr 8 

(8q24.21) 

3 1 2379 bp 439 aa 49 kDa - 

NCBI, acesso junho/2016. Abreviaturas: aa – aminoácidos; chr – cromossomo; pb – pares de 

base; pg - pseudogene. 

 

Tabela II. Características dos fatores de transcrição em camundongos. 
Gene Localização Éxons Isoforma mRNA Proteína Peso Pg 

Oct4 
(Pou5f1) 

Chr 17  
(17 B1; 17 18.69 

cM) 

6 1 1353 pb 352 aa 38 kDa 19 

2 991 pb 221 aa 25 kDa 

Klf4 Chr 4  
(4 B3; 4 29.76 

cM) 

5 1  3057 pb 483 aa 52 kDa - 

Sox2 Chr 3 (3 16.93 

cM; 3 A2-B) 
1 1 2480 pb 319 aa 34 kDa - 

Nanog Chr 6 (6; 6 F2) 7 1 2223 pb 305 aa 34 kDa 3 

2 2220 pb 304 aa 34 kDa 

   3 (1b)*  2020 pb 280 aa 32 kDa  

   4 (1a)* 2004 pb 280 aa 32 kDa  

c-Myc Chr 15 (15 

26.19 cM; 15 

D2-D3) 

3 a (1) 2399 bp 454 aa 51 kDa - 

  b (2) 2396 bp 439 aa 49 kDa  

  c 2396 bp 453 aa 51 kDa  

NCBI, acesso junho/2016. * As variantes de Nanog 3 e 4 codificam a mesma isoforma, a 3. 

Abreviaturas: aa – aminoácidos; chr – cromossomo; pb – pares de base; pg - pseudogene. 
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2.1.  OCT4 
OCT4 (octamer-binding transcription factor 4, também chamado de POU5F1 

ou OCT3) é um membro da família POU dos TFs que se liga nos motivos de 

sequências octâmeras (ATGCAAAT) para ativar a expressão dos seus genes 

alvos [35]. OCT4 é um importante fator durante a embriogênese e essencial para 

gerar as iPSC (ver tópico 2.6.1) [36,37]. Além disso, uma regulação fina dos seus 

níveis são fundamentais para a manutenção do estado indiferenciado, uma vez 

que alta ou baixa expressão resulta em diferenciação celular [36,38]. 

Localizado no cromossomo 6 (6p21.31), OCT4 pode gerar três isoformas que 

compartilham o mesmo domínio POU de ligação ao DNA e C-terminal, mas 

diferem quanto a região N-terminal, além de apresentar 6 pseudogenes [39–41]. 

OCT4A é a principal variante atuando no núcleo como um dos mais importantes 

TFs em células pluripotentes. Já a isoforma OCT4B está localizada no citoplasma 

e pode gerar três proteínas via tradução alternativa: OCT4B-265, OCT4B-190 e 

OCT4B-164 [42]. Diferentemente do mRNA de OCT4B, o de OCT4B1, a terceira 

isoforma de OCT4, caracteriza-se por manter o íntron 2 como um éxon críptico de 

233 pb e que contém um códon de terminação TGA [43]. Além disso, OCT4B1 

pode perder esse éxon críptico e sofrer splicing gerando OCT4B, atuando, assim, 

como um precursor dessa isoforma [44,45]. 

OCT4 está expresso durante os estágios iniciais do desenvolvimento, 

apresentando expressão reduzida a ausente durante a diferenciação das células 

que formam o trofoblasto. Entretanto, mantém alta expressão nas células que 

formam a massa de células da camada interna do blastocisto. Posteriormente, 

durante o desenvolvimento, a diferenciação da ectoderme embrionária em 

diferentes tecidos depende da rápida diminuição da sua expressão [46–48]. 

Em cânceres sólidos, OCT4 normalmente está ligado à resistência frente aos 

tratamentos quimioterápicos, e, após o tratamento, sua expressão encontra-se 

aumentada como em carcinoma cervical e carcinoma oral escamoso [49,50]. 

Entretanto, um efeito oposto é observado quanto a expressão de OCT4 e 

resistência em TCGT, sendo que células positivas mostraram ser mais sensíveis 

ao tratamento com cisplatina [51–53]. 
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Dentre os subtipos de TCGT, somente os seminomas e carcinoma 

embrionário apresentam a expressão de OCT4, uma vez que apresentam ECCs; 

enquanto que coriocarcinomas, teratomas e tumor do saco vitelino não 

apresentam expressão [23].  

Ver capítulo I (“Roles of OCT4 in tumorigenesis, cancer therapy resistance 
and prognosis” by Villodre ES, Kipper FC, Pereira MB and Lenz G) para mais 

detalhes sobre OCT4. 

2.2.  KLF4 
O fator de transcrição KLF4 (Krüppel-like factor 4) foi descoberto, 

independentemente, por dois grupos e, por esse motivo, recebeu dois nomes 

diferentes: GKLF (gut-enriched Krüppel-like factor), por apresentar alta expressão 

no intestino, e EZF (epithelial zinc finger) pela elevada expressão no epitélio da 

pele [54,55]. 

KLF4 é um membro da família Krüppel-like factor caracterizada por codificar 

uma proteína “zinc finger” e que se liga em sítios muito similares de “GT-box” ou 

“elementos CACCC” no DNA [56]. Em humanos, localiza-se no cromossomo 9 

(9q31), contém 4 éxons e pode gerar 2 isoformas, sendo KLF4a a principal, 

traduzindo uma proteína de aproximadamente 55 kDa, além de apresentar 

somente um pseudogene. 

KLF4 está localizado exclusivamente no núcleo de diversas células, como 

células epiteliais do trato intestinal, pele, timo, células endoteliais vasculares, 

bexiga, pulmão, testículo, córnea, cardiomiócitos e linfócitos [55–60]. Sua 

expressão está relacionada com diversos processos fisiológicos importantes, 

como desenvolvimento, diferenciação e manutenção da homeostase dos tecidos 

normais [60]. Além disso, pode ser induzido por diversos estímulos, como células 

submetidas à privação de soro, radiação, dano ao DNA, inibição por contato, 

peróxido de hidrogênio, interferon-γ (IFN-γ), lipopolissacarídeo (LPS), fator de 

necrose tumoral (TNF), entre outros (Figura 3) [60–62].  

KLF4 pode atuar ativando ou reprimindo a transcrição dos seus genes alvo. 

Além de ser capaz de regular sua própria expressão ligando ao seu promotor 

[60,63]. E, em ESCs, é regulado via Erk1 ou Erk2, em que essas proteínas se 

ligam ao domínio de ativação de KLF4 e o fosforilam diretamente na posição 
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Ser123. Essa fosforilação suprime a sua atividade com consequente indução da 

diferenciação dessas células [64]. Sua expressão também está envolvida no 

comprometimento das células pluripotentes para a diferenciação endodermal, 

uma vez que a ausência de expressão aumenta a diferenciação em direção à 

endoderme definitiva [65]. Também é capaz de promover a autorrenovação de 

ESCs via ativação dos genes de pluripotência, como NANOG, OCT4 e SOX2 [66]. 

 A primeira função descrita para KLF4 foi promover a parada da progressão do 

ciclo celular de fibroblastos in vitro, na qual células proliferando ativamente 

apresentam baixa expressão; entretanto, quando as células são induzidas a parar 

no ciclo, seja por privação de soro ou inibição por contato, a sua expressão 

aumenta [55]. O mesmo grupo observou que KLF4 está expresso especificamente 

em células epiteliais diferenciadas intestinais e da pele, demonstrando a sua 

função regulatória durante a diferenciação terminal de células epiteliais [55]. 

A progressão do ciclo celular é dirigida pelas ciclinas e suas respectivas Cdks 

(cinases dependente de ciclinas). Inversamente, a parada do ciclo é regulada 

pelos inibidores das CdKs (ex.: p16ink4a, p21Cip1/Waf1, p27Kip1 e p57Kip2) [63]. Após 

um estresse celular, p53, um supressor tumoral, é ativado via fosforilação e 

auxilia na ativação de diversas outras proteínas, como p21. p21, por sua vez, 

inibe a atividade de diversas complexos ciclinas-Cdk (ciclina D1-Cdk4, ciclina E1-

Cdk2, e ciclina A-Cdk2) que resulta na parada no ciclo celular com o intuito de 

corrigir o dano e assim manter a estabilidade genômica. KLF4 é capaz de induzir 

p21, pois consegue se ligar e, diretamente, transativar o promotor de p21, uma 

vez que este contém o sítio do “elemento CACCC”, além de interagir fisicamente 

com p53, gerando uma indução sinérgica de p21 via p53 [57,56,59,67]. Assim 

como p53, KLF4 tem uma importante função em resposta à dano ao DNA com o 

intuito de evitar a progressão do ciclo de células contendo danos não reparados 

no DNA [63].  

Outra função importante desse gene é de manter a barreira proteica/lipídica da 

pele intacta. Essa barreira auxilia na proteção à desidratação e a agentes tóxicos, 

além de proteger a pele de estresses físico e mecânico. Camundongos knockout 

para KLF4 morrem logo após o nascimento devido a alterações nas estruturas de 
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diferenciação final dessa barreira, demonstrando a sua importância na 

diferenciação celular [58]. 

KLF4 apresenta um caráter dualístico em relação a tumorigênese, uma vez 

que possui potencial para mudar de supressor tumoral, inibindo o crescimento 

celular, para oncogene, em que promove a proliferação em resposta a mudanças 

do contexto celular [68]. Como supressor tumoral atua bloqueando a proliferação 

celular e em diversos tumores ocorre perda da sua expressão. Um dos primeiros 

estudos a demonstrar a capacidade supressora tumoral foi em câncer intestinal, 

em que houve redução da sua expressão durante a tumorigênese [69]. Em 

células de carcinoma de cólon, observou-se que a expressão de KLF4 pode ser 

induzida por IFN-γ, promovendo inibição do crescimento e apoptose, e essa 

indução foi independente de p53 [70]. Katz et al. observou que a sua perda induz 

mudança na estrutura do epitélio gástrico e camundongos com KLF4 mutado 

apresentam aumento no número de lesões pré-malignas. Além disso, redução na 

sua expressão foi observado em amostras de cânceres gástrico e intestinal [71]. 

Em malignidades derivadas de células B ou células transformadas com o 

oncogene ABL observou-se o mesmo efeito, uma vez que apresentaram baixos 

níveis de KLF4 e a indução da sua expressão bloqueia a transformação, inibe 

proliferação e induz morte celular [72]. Além desses tumores, a mesma função foi 

vista em câncer de estômago, esôfago, bexiga e pulmão [56,60,63,73–75].  

De forma oposta, KLF4 pode atuar como oncogene, sendo bastante expresso 

em alguns tumores. Viu-se que em 70 % dos casos de carcinoma de mama sua 

expressão está elevada. Essa mesma função foi vista em câncer de orofaringe e 

cérebro [56,60,63,73–75]. Assim, um modelo para explicar esse efeito dualístico 

de KLF4 em câncer foi proposto (Figura 3).  
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Figura 3| Modelo da atuação de KLF4 na tumorigênese. KLF4 pode ser ativado por diferentes estímulos que, 

dependendo do contexto e tipo tumoral, permite a sua atuação como supressor tumoral ou como oncogene. KLF4 inibe a 

proliferação, através da parada do ciclo celular dependente de p21. Quando ocorre um sinal oncogênico, como presença 

de RASV12, que inibe a expressão de p21 via ciclina D, permite que KLF4 atue bloqueando p53 e assim induzindo a 

proliferação dessas células. Adaptado: McConnell, 2007[60]; Evans, 2008[63]; Zheng, 2010[62]. 
 

KLF4 também está envolvido na resistência tumoral frente a diversos 

quimioterápicos. Células tronco tumorais (CSCs) de hepatocarcinoma, que 

apresentam maiores níveis de KLF4, foram mais resistentes à cisplatina do que 

células com característica mais diferenciada [76]. Já a superexpressão de KLF4 

em carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço aumentou a 

capacidade de migração, invasão e resistência a diversas drogas (como 

cisplatina, docetaxel e 5-fluoracil (5-FU)), além de aumentar a sua 

tumorigenicidade in vivo [77]. Em osteosarcoma, a sua expressão também foi 

aumentada após o tratamento com cisplatina, metotrexato e doxorrubicina [78]. E, 

em MCF-7, uma linhagem de câncer de mama, uma maior expressão de KLF4 foi 

observada em células que eram resistentes à cisplatina comparadas com as não-

tratadas [79]. 

A regulação da expressão de KLF4 pode ser influenciada pela ação de 

microRNAs (miRNAs, miR), que são pequenas moléculas endógenas de RNA (~ 

19 a 21 nucleotídeos) importante na regulação pós-transcricional da expressão 

gênica, atuando no mRNA alvo a partir do pareamento com a sua região 3’UTR, 

tendo como resultado degradação desse mRNA (complementariedade suficiente 

com o miRNA) ou inibição da tradução (não apresenta complementariedade 

suficiente para degradação mas com alguma complementariedade ao miRNA) 

[80,81]. miRNAs podem atuar em diversos processos celulares e, inclusive, 

alterações da expressão estão presente em diversos tipos de cânceres, podendo 

atuar tanto como supressores tumorais ou como oncogenes [82]. 

miR-7 é capaz de regular KLF4 e, dependendo do tipo tumoral, pode 

funcionar induzindo (indiretamente via degradação de um inibidor) ou reprimindo a 
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sua expressão. Por exemplo, induz proliferação e migração em queratinócitos 

humanos não diferenciado e adenomarcinoma alveolar [81]. Enquanto que, em 

CSCs de câncer de mama, a sua expressão apresentou efeito diverso quanto 

capacidade metastática dessas células, aumentando a metástase para o osso e 

reduzindo para o cérebro [83]. Em CSCs de próstata, miR-7, via regulação de 

KLF4, aboliu as características tronco dessas células que apresentaram um 

menor potencial tumorigênico [84]. 

Outro miRNA envolvido na regulação de KLF4 é o miR-152. CSCs de gliomas 

(GSCs) apresentam níveis reduzidos desse miR, enquanto que KLF4 encontra-se 

aumentado (alta expressão é característico de função oncogênica desse gene em 

GSCs). E, ao superexpressar miR-152 resultou em inibição da proliferação, da 

invasão e da indução de apoptose [74].  

Em carcinoma gástrico, KLF4, cuja função é de supressor tumoral, é alvo de 

miR-32. Esse miRNA está presente em altos níveis nesse tipo tumoral e promove 

não só a proliferação dessas células, mas também migração e invasão [85]. 

Em câncer colorretal, miR-375 apresenta expressão reduzida e atua como 

supressor tumoral, e ao ser superexpresso reduz a proliferação e capacidade 

tumorigênica dessas células [86]. 

2.3.  SOX2 
SOX2 é um TF membro da família dos genes SOX (SRY-related high mobility 

group box). Uma característica dessa família é a presença de um domínio de alta 

mobilidade (high mobility group, HMG) e apresenta alta identidade com o presente 

no gene determinante de sexo, SRY [87]. Esse TF apresenta 3 domínios 

principais: N-terminal, HMG e domínio de transativação, sendo HMG o 

responsável pela ligação de SOX2 ao DNA, que reconhece o  motivo consenso 5’-

(A/T)(A/T)CAA(A/T)G-3’, assim, sendo capaz de atuar na regulação de diversos 

genes [88,89].  

Localizado no cromossomo 3 (3q26.33), contém apenas 1 éxon e gera uma 

proteína de 34 kDa. Apesar de não apresentar isoformas e ter somente um 

transcrito, as suas diferentes funções são exercidas devido a modificações 

traducionais (controlada por miRNAs) ou pós-traducionais (como fosforilação, 

ubiquitinação, metilação, entre outros) [90]. 
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Interações entre genes regulatórios e genes alvos geram uma rede regulatória 

transcricional. Esses alvos apresentam regiões cis regulatórias (enhancers) que 

são capazes de responder e integrar múltiplos sinais dos genes regulatórios, 

muitos dos quais codificam fatores de transcrição. Os enhancers dentro do próprio 

gene regulador permite um controle mais preciso e complexo de toda essa rede 

[91]. Assim, observou-se que SOX2 é regulado transcricionalmente por um 

enhancer contento o elemento de reconhecimento SOX-OCT (HMG-POUF) que 

se ligam para a ocorrência de uma interação combinatória [92]. Além disso, a 

ligação de SOX2 ao DNA é mais fraca comparada com outros TFs clássicos, 

requerendo, outras proteínas para formar um complexo DNA-proteína estável 

[93]. Dessa forma, dependendo com qual proteína forma o complexo SOX2 pode 

exercer diferentes funções e, da mesma forma que KLF4, também contribui para 

ativação de seu próprio transcrito [91].  

Durante o desenvolvimento embrionário, SOX2 é inicialmente presente tanto 

na camada de células interna (ICM) quanto na trofoectoderme (TE) e, 

posteriormente, mantem-se somente na ICM. Essa modificação da expressão é 

necessária para que ocorra a segregação da TE e ICM, uma vez que mutantes 

nulos não conseguem gerar as linhagens embrionárias e da trofoectoderme 

[94,95]. Além disso, está envolvido na manutenção e/ou proliferação de ESCs e 

células tronco neurais, em que são altamente dependente dos níveis de 

expressão de SOX2 [90,96,97]. Ciclina D1 é um de seus alvos para induzir a 

proliferação, auxiliando na promoção da transição de G0/G1 para a fase S do 

ciclo celular [92]. 

Também atua em diversos processos importantes para o desenvolvimento do 

câncer, regulando diversas vias (revisado por Liu, 2013 [90]): promove a 

proliferação celular (câncer de mama, próstata, pâncreas e cervical); evasão de 

sinais apoptóticos (câncer próstata, gástrico e pulmão); migração, invasão e 

metástase (melanoma, colorretal, glioma, gástrico, ovário e fígado); manutenção 

da tumorigenicidade e da pluripotência [89,90]. Encontra-se superexpresso, em 

câncer, geralmente devido a amplificação gênica, e atua como oncogene em 

próstata, glioblastoma, osteosarcoma, pulmão, trato gastrointestinal, esôfago e 
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mama [88,90,92,94,98–103]. Altos níveis de sua expressão correlacionam com 

maior grau tumoral de câncer de mama, cervical e carcinoma pancreático [87,93]. 

Em câncer de mama, SOX2, junto com β-catenina, é capaz de promover a 

proliferação celular e tumorigênese por intermédio da regulação de ciclina D1, 

facilitando a transição de G1/S do ciclo celular [93]. Em células de glioma, a 

expressão de SOX2 é necessária para a contínua proliferação dessas células. E, 

surpreendentemente, o silenciamento desse gene em GSCs só apresentou efeito 

com o decorrer do tempo, ou seja, logo após o silenciamento nenhum efeito 

drástico nos níveis de apoptose, senescência ou diferenciação foi observado. 

Entretanto, ao longo das semanas, essas células “desapareceram“ da cultura, 

levando a uma redução na sua tumorigenicidade [104]. Em câncer de ovário, 

observou uma progressão na expressão de SOX2 de tumores benignos a 

malignos, indicando que pode estar envolvido na sua progressão [105]. 

Em sarcoma de Ewing’s, é altamente expresso e é capaz de regular a 

progressão do ciclo (via regulação de p21, p27 e ciclina E) e apoptose 

(bloqueando tanto via intrínseca quanto extrínseca), e, a sua inativação, via 

shRNA, foi capaz de inibir a tumorigênese in vivo [106]. Também está expresso 

em células do neuroepitélio primitivo em teratomas imaturos do sistema nervoso 

central; enquanto que, em teratomas maduros, a expressão de SOX2 é limitada 

ao epitélio com origem endodermal [96]. 

Câncer gástrico parece ser a exceção na função de SOX2 em câncer, atuando 

como supressor tumoral. Menores níveis de expressão foi visto em amostras de 

câncer comparado com a mucosa normal [107–110]. E quando superexpresso 

promove inibição no crescimento celular, além de reduzir os níveis de migração e 

invasão dessas células, via aumento de p21 [109,111]. 

Resistência à terapia também está correlacionado devido a presença de SOX2 

em alguns tumores. Células de câncer de mama resistentes à tamoxifeno são 

enriquecidas em CSCs contendo altos níveis de SOX2. E, ao silenciá-lo, houve 

redução dessa população e aumento da sensibilidade dessas células ao 

tratamento [112]. Resultados semelhantes com células resistentes à paclitaxel 

também foi visto em câncer de ovário [113]. Em gliomas, altos níveis de SOX2 

auxiliam na resistência à temozolomida e, tratamento com rapamicina reduziu os 
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níveis de SOX2; assim, combinar rapamicina ao tratamento com temozolomida 

aumentou a eficiência desse quimioterápico in vivo [114]. 

Quanto à resistência à radiação, observou-se, em câncer de pâncreas e em 

carcinoma cervical, que pacientes resistentes apresentaram maiores níveis de 

SOX2 comparado com o grupo sensível [49,115]. E células de carcinoma oral 

silenciadas aumentaram a sensibilidade à combinação terapêutica de cisplatina e 

radiação, além de suprimir a tumorigênese in vivo [116].  

Diversos miRNAs que atuam como supressores tumorais e regulam SOX2 

estão com expressão reduzidas em cânceres. Por exemplo, miR-638 apresenta 

níveis reduzidos em colorretal e pulmão, resultando em aumento de SOX2 que 

atua promovendo o crescimento tumoral [117,118]. Também em câncer colorretal, 

baixa expressão de miR-450b-5p permite que SOX2 atue na resistência à 5-FU 

[119]. Já em câncer pancreático miR-1181 regula SOX2, inibindo as 

características tronco de células pancreáticas e reduzindo a tumorigenicidade 

[120]. Interessantemente, estimular a via de sinalização do receptor de estrógeno 

em células de câncer de mama positivas para esse receptor resulta em redução 

na expressão de miR-140, aumentando a expressão de SOX2 [121]. Entretanto, 

miRNAs também atuam como oncogenes, e, em câncer gástrico cujos baixos 

níveis de SOX2 correlacionam com pior prognóstico diferentemente dos demais 

tumores, miR-126 está superexpresso, reduzindo os níveis de SOX2 e auxiliando 

na carcinogênese gástrica [122]. 

2.4.  NANOG 
NANOG foi descrito simultaneamente por Chambers e Mitsui como um gene 

responsável em manter a capacidade de autorrenovação de células embrionárias 

independente de LIF (Leukemia Inhibitory Factor – usado para manter a divisão 

simétrica de células embrionárias de camundongo), diferentemente de outros 

genes que dependem desse fator para manter a pluripotência [123,124].  

Uma rede interligada de diferentes fatores que se autorregulam e suportam a 

sua expressão e de outros genes é necessária para manter a pluripotência e a 

capacidade de autorrenovação de células embrionárias [125]. NANOG consegue 

ligar ao seu promotor e regular sua própria transcrição, positivamente, 

cooperando com OCT4 e SOX2, que se ligam ao elemento OCT/SOX presente no 
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seu promotor; ou negativamente, interagindo com Zfp281, ligado ao complexo 

repressor NuRD. Já p53 liga-se ao promotor de NANOG para reprimir a sua 

expressão em resposta à dano ao DNA [125–128]. NANOG também atua 

mantendo a indiferenciação celular através da repressão de genes que promovem 

a diferenciação, como GATA4 e GATA6 [124]. Além disso, enquanto que OCT4 

tem como principal função evitar a diferenciação para trofoectoderme das células 

da ICM e ESCs, NANOG previne a diferenciação em endoderme. E por 

apresentar essa importante função, é regulado tanto por fatores extrínsecos (LIF, 

HEDGEHOG, HIF, entre outros) quanto intrínsecos (OCT4, SOX2, KLF4, GLI, 

p53) (Figura 4) [123,124,129].  

 

 

Figura 4| Vias de regulação de NANOG. NANOG pode ser ativado por diversos genes, sendo a via SHH (sonic 

hedgehog) e STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) bastante descritas por auxiliarem na manutenção da 

pluripotência. microRNAs (miRNA) e p53 atuam bloqueando a sua expressão. Essas regulações permitem que NANOG 

atue induzindo ou inibindo o seu efeito pró-tumorigênico, atuando na proliferação, transição mesênquima-epitélio (MET), na 

indução de metástase, além de atuar na resistência a diversos tratamentos. Traduzido de Wang, 2013[27]. 

 

Localizado no cromossomo 12 (12p13.31), NANOG contém 4 éxons e 

apresenta duas isoformas: NANOG1 (ou NANOGa – isoforma predominante) e 

NANOG2 (ou NANOGb), traduzindo uma proteína de 35 kDa formada por 3 

domínios: N-terminal e C-terminal, que possuem função transativadora, sendo a 

C-terminal a principal; e, entre eles, o homeodomínio, que apresenta o motivo de 

ligação ao DNA [125–127]. 

11 pseudogenes foram descritos para NANOG, sendo NANOGP8 (localizado 

no cromossomo 15 de humanos) o mais recente e considerado como retrogene, 

uma vez que manteve a capacidade de gerar uma proteína funcional [129]. A 

proteína de NANOGP8 diferencia apenas em um único aminoácido de NANOG1 

e, por esse motivo, são indistinguíveis em análises via western blot ou 

imunomarcação [129–131]. Ao comparar a expressão desses dois genes, 
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observou-se que NANOG1 está mais expresso em tumores germinativos, câncer 

colorretal e leucemias, enquanto que NANOGP8 foi detectado mais em 

carcinomas (próstata, mama e cólon) [132,133]. Além disso, diferentemente do 

gene parental, NANOGP8 geralmente não está expresso em tecidos normais 

[134]. 

Em câncer, NANOG atua como um potente oncogene capaz de induzir a 

transformação celular, uma vez que ao superexpressá-lo em células HEK (células 

humanas de rim embrionário) ocorreu um aumento não só da proliferação celular, 

mas também da formação tumoral in vivo [135]. Entretanto, em câncer de mama, 

não é um fator inicial na tumorigênese; mas coopera com outros oncogenes, 

como Wnt-1, para induzir e acelerar a formação tumoral [136]. Além disso, assim 

como KLF4 e SOX2, regula o ciclo celular por se ligar ao promotor de ciclina D1, 

promovendo a proliferação [137]. 

Para diversos tumores a sua presença correlaciona ou com a progressão da 

doença e pior prognóstico (carcinoma oral; ovário, colorretal, câncer gástrico, 

fígado) ou caracteriza estágios iniciais (pulmão e câncer gástrico) [138–146]. 

Além disso, sua expressão está aumentada em outros cânceres, como cervical, 

adenocarcinoma endometrial e mama [147–149]. Diversos estudos mostram que 

não só a sua expressão sozinha, mas sim em conjunto com OCT4 é importante 

para tumorigênese, metástase e resistência, além de apresentar um pior 

prognóstico para câncer oral, pulmão e pancreático [138,150,151]. 

A alta expressão de NANOG induz proliferação, migração e invasão das 

células tumorais, também auxiliando na manutenção da capacidade de 

autorrenovação de CSCs [141,142,149,152,153]. Em tumores de células 

germinativas, é expresso mais em tumores com características indiferenciadas, 

como carcinoma in situ, carcinoma embrionário e seminomas; enquanto que 

tumores mais diferenciados, teratomas e tumores do saco vitelino, está pouco 

expresso ou ausente [1]. 

NANOG é detectado no núcleo das células, mas, interessantemente, em 

células do microambiente estromal de câncer cervical observou a presença 

citoplasmática dessa proteína [132]. Tumores são compostos não só pela 

população de células transformadas mas também pelo microambiente que auxilia 
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tanto na iniciação quanto na progressão, metástase e resistência tumoral. Um dos 

principais componentes desse estroma são as células tronco mesenquimais 

(MSCs) e essas células foram a maior fonte de células NANOG-positivas 

citoplasmática, promovendo a progressão do câncer cervical [132]. 

Um grande desafio nas análises desse fator é diferenciar a proteína de 

NANOG1 humano do seu retrogene NANOGP8, por se diferirem em apenas um 

aminoácido, ocorrendo a substituição da glutamina por histidina no aminoácido 

253 (Q253H) [130,131]. Assim, observou-se que em câncer colorretal, 

glioblastoma e próstata a alta expressão de NANOG é derivada do mRNA de 

NANOGP8 [133,154,155]. E em câncer de cólon ocorre a expressão diferencial 

dos dois genes, assim, contribuindo para manter a sua alta expressão alta, 

promovendo proliferação e formação tumoral [129]. 

Quando superexpresso, NANOG auxilia na resistência a diversos fármacos, 

como à cisplatina (esôfago, carcinoma de cabeça e pescoço, ovário), à 

doxorrubicina (fígado) e à tamoxifeno (mama). Também regula a expressão de 

genes associados à resistência como membros da família ABC (ABCB1) e MDR1 

(gene de resistência a múltiplas drogas) [127,156–159]. 

miRNAs podem regular NANOG e evitar os efeitos tumorigênicos desse gene. 

miR-134, importante para o diferenciação do sistema nervoso central durante o 

desenvolvimento, suprime a sua expressão para que ocorra o desenvolvimento 

neuronal. Entretanto, em glioblastoma, esse miRNA apresenta baixa expressão, 

enquanto que em tecidos normais encontra-se com alta [160]. E ao 

superexpressar miR-760 em células de câncer de mama, ocorre redução da 

expressão de NANOG e redução da proliferação e da capacidade metastática 

[161]. 

2.5. c-MYC 
O gene c-MYC (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) 

encontra-se no cromossomo 8 (8q24.21) e consiste em 3 éxons, sendo que o 

primeiro éxon não é codificado, enquanto que os éxons 2 e 3 representam a 

região codificante desse gene [162]. A sua tradução gera uma proteína rica em 

prolina, contendo 439 aa e com peso predito de 49 kDa; mas, em SDS-PAGE, c-
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MYC corre agrupado e apresenta um peso molecular aparente de 62/64 kDa 

[163].  

c-MYC faz parte da família de TFs nuclear que contém os motivos hélice-volta-

hélice e zíper leucina [162]. E para exercer sua função e ligar efetivamente à 

sequência E-box (5’-CACGTG-3’) do DNA alvo, é necessário formar um 

heterodímero com outros TFs e recrutar outras proteínas (co-fatores 

transcricionais) para regular a expressão dos genes alvos; ativando-os ao se ligar 

com MAX ou MAD, ou reprimindo-os ao se ligar com MIZ1, SP1 e YY1 [162,164–

167]. Além disso, é um ativador transcricional fraco e atua amplificando a 

expressão de genes que já estão com seus promotores ativos [166]. 

c-MYC é um potente proto-oncogene capaz de regular milhares de genes 

envolvidos nos mais diversos processos celulares, como proliferação celular 

(replicação e síntese proteica), diferenciação, apoptose, metabolismo, 

angiogênese e reparo à dano ao DNA [162,164,168]. Devido ao seu grande 

potencial tumorigênico, é finamente regulado em células normais tanto 

transcricional quanto pós-transcricionalmente [165]. Desse modo, o aumento na 

sua expressão é associado com crescimento celular e divisão descontrolados 

(ativação direta ou indireta da expressão de genes que governam o ciclo celular e 

repressão de inibidores do ciclo), aumento da regulação de vias pró-apoptóticas e 

metástase; enquanto que a perda da expressão reduz o crescimento e promove 

diferenciação, além de sensibilizar as células à dano ao DNA [162,169]. 

O papel de c-MYC em câncer foi primeiramente identificado em linfoma de 

Burkitt e é o oncogene mais comumente ativado e está desregulado em 

aproximadamente 70 % dos tumores, como leucemia, glioblastoma, mama, 

pulmão, ovário e cólon [164,167,170,171]. Translocação cromossomal, 

amplificação gênica e mutações nas vias de sinalização são algumas das formas 

que podem promover a superexpressão, independente do estímulo de fatores de 

crescimento, e levar a uma proliferação descontrolada com consequente 

tumorigênese [172]. Entretanto, a superexpressão sozinha é incapaz de induzir 

proliferação celular ou transformação neoplásica na maioria das células humanas 

normais [171,173]. 
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O seu potencial tumorigênico envolve regular tanto a RNA polimerase I quanto 

a II em diferentes níveis, aumentar a biogênese de ribossomos e a capacidade de 

transdução que fornecem a célula as proteínas necessárias para aumentar o 

crescimento celular e, subsequente, a divisão celular [174]. Também é capaz de 

gerar mudanças no microambiente tumoral, incluindo a ativação da angiogênese 

e suprimir a resposta imune [171]. 

Em câncer de mama a sua amplificação é observada em estágios avançados 

do desenvolvimento tumoral, e foi observada somente em células invasivas, 

enquanto que células normais ou hiperplásicas não apresentaram alterações de 

c-MYC ou no cromossomo 8 [175–177]. Ou seja, a presença desse gene parece 

estar mais associado com a progressão da doença e pior prognóstico do que o 

desenvolvimento tumoral [175,176,178,179]. Entretanto, no subtipo basal-like 

observou-se que c-MYC pode atuar como supressor tumoral e inibir a invasão 

celular e metástase, além de regular positivamente a atividade de BRCA1 (breast 

cancer 1 - supressor tumoral normalmente alterado em câncer de mama) 

[177,180]. Em câncer de ovário também foi observado a presença da amplificação 

e pacientes que responderam ao tratamento quimioterápico apresentavam alta 

expressão [181–183]. E, em câncer de cólon, a sua presença correlaciona com 

tumores mais indiferenciados e proliferativos [184]. 

Alta expressão de c-MYC está presente em diferentes tipos tumorais 

resistentes e a combinação de quimioterápicos com o seu silenciamento resultam 

em aumento da sensibilidade em câncer de cabeça e pescoço (associado com 

CDDP), leucemia (RA, citarabina, daunomicina ou doxorrubicina) e câncer 

gástrico (CDDP, vincristina e 5-FU) [185–187]. Em células de melanoma e câncer 

de ovário, a combinação de cisplatina e silenciamento exerceram efeito 

antiproliferativo em cultura e redução do tamanho tumoral in vivo [188,189]. Em 

glioblastoma, a via c-MYC/miR-29c/REV3L auxilia na regulação à resistência à 

temozolomida, e a sua desregulação está associada com pacientes com tumores 

mais agressivos e que logo desenvolvem resistência [190]. Já em câncer de 

cólon, células resistentes à 5-FU apresentam alta expressão de c-MYC, que 

regula a expressão de ABCB5, um gene da família MDR [191]. Entretanto, para 

meduloblastoma e câncer pancreático, a superexpressão apresenta resultado 
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oposto aos demais tumores, uma vez que o aumento de c-MYC sensibilizou as 

células à CDDP, ao VP-16 e a outros quimioterápicos, aumentando os níveis de 

apoptose e reduzindo a proliferação [192,193]. 

Assim como os demais TFs, c-MYC também sofre regulação via microRNAs. 

miR-145 (em câncer de pulmão, oral, esôfago e ovário) e miR-494 (em câncer 

gástrico, pancreático e ovário) são alguns dos descritos atuando como supressor 

tumoral e encontram-se com baixa ou ausente expressão em câncer. Ambos têm 

como um de seus alvos c-MYC e, quando superexpressos, atuam na redução da 

expressão desse gene, reduzindo a proliferação, invasão, além de reduzir o 

crescimento tumoral [194–200]. Interessantemente, p53 induz a expressão de 

miR-145, permitindo-o reprimir a expressão de c-MYC [201]. 

2.6. Rede integrada dos fatores de transcrição 
A literatura traz amplos dados demonstrando a importância dos TFs OCT4, 

KLF4, SOX2, MYC e NANOG durante o desenvolvimento embrionário, mantendo 

a pluripotência ou induzindo a diferenciação; na manutenção de células tronco 

tumorais e na formação de células pluripotente induzidas. Entretanto, eles não 

atuam sozinhos, mas sim funcionam em complexos combinatórios para regular a 

expressão de loci que estão envolvidos na manutenção da pluripotência e da 

diferenciação celular [202]. 

SOX2 e OCT4 juntamente com NANOG trabalham cooperativamente em uma 

rede transcricional interdependente para estimular a transcrição não só de seus 

próprios genes, mas também a expressão de outros genes chaves necessários 

para a embriogênese incluindo FGF4 e Zfp42/Rex1 [91,202]. Também 

compartilham diversos genes alvos, assim, ativando e mantendo a expressão de 

genes envolvidos na autorrenovação, enquanto que, simultaneamente, reprimem 

genes que medeiam a diferenciação [202]. KLF4 é capaz de interagir diretamente 

tanto com OCT4 quanto com SOX2, via estrutura zinc finger presente na parte C-

terminal, além de ser requerido para ativar a transcrição de NANOG [203]. 

A manutenção da pluripotência e indução da diferenciação é dependente 

também de níveis exatos de OCT4 e de SOX2, uma vez que tanto a baixa quanto 

a alta expressão induz a diferenciação de ESCs [36,204]. Essas células se 

diferenciam em endoderme e mesoderme quando pequenos aumentos (~ 2 x) dos 
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níveis de OCT4 ocorrem. A indução da diferenciação em células de ectoderme, 

mesoderme e trofoectoderme, ocorrem quando os níveis de SOX2 aumentam (~ 2 

x), com ausência de células derivadas da endoderme. E, quando os níveis de 

OCT4 ou SOX2 reduzem, há a promoção da diferenciação para células da 

trofoectoderme [204]. 

SOX2  é apontado como um dos genes centrais na via da embriogênese, 

manutenção da autorrenovação e pluripotência. Quando em níveis normais, 

SOX2 e OCT4 ativam a transcrição dos seus genes alvos; quando somente os 

níveis de SOX2 aumentam, ocorre uma inibição da expressão de seus alvos; 

enquanto que, quando o aumento é somente de OCT4, é observado inibição da 

sua própria expressão e também de NANOG. E, altos níveis de NANOG, resultam 

apenas na sua própria inibição e de nenhum gene alvo de SOX2 e OCT4 [91]. 

Apesar da expressão de NANOG não ser essencial para o estabelecimento da 

pluripotência de ESCs, parte da sua função é manter a capacidade de 

autorrenovação destas células e a sua presença é capaz de suprimir a 

diferenciação [202]. Além disso, alterações na expressão de NANOG é uma das 

consequências funcionais dos níveis flutuantes de OCT4, sendo que baixos níveis 

aumentam a expressão de NANOG, enquanto que altos níveis de OCT4 resultam 

na diminuição da sua expressão [202]. 

A importância da interação desses TFs também é observada quando se 

analisa  a sobrevivência de pacientes. Por exemplo, alta expressão de OCT4 e 

NANOG foi associada com a carcinogênese pancreática [205]. E, o silenciamento 

duplo desses dois genes resultou em redução na proliferação, migração, invasão, 

quimiorresistência e tumorigênese em câncer pancreático tanto in vitro quanto in 

vivo [151]. A baixa expressão conjunta de SOX2, KLF4 e BRACHYURY 

demonstrou estar associado à sobrevida e metástase em pacientes com 

carcinoma oral de células escamosas [206]. 

2.6.1. Células Pluripotente Induzidas 
Em 2006, Takahashi e Yamanaka demonstraram que células fetais e adultas 

de camundongo podem ter o seu estado diferenciado alterado pela expressão de 

quatro fatores de transcrição (OCT4, KLF4, SOX2 e c-MYC, denominados Fatores 

de Yamanaka - YF), reprogramando uma pequena fração destas em células 



 37 

pluripotente induzidas (induced Pluripotent Stem Cells - iPSC) [37]. E, em 2007, o 

grupo de Thomson gerou células iPSC utilizando outra combinação de fatores, 

substituindo KLF4 e c-MYC por NANOG e LIN28 [207]. Posteriormente, observou-

se que p53 auxilia na redução da eficácia da reprogramação, por se ligar ao 

promotor de NANOG e inibir a sua expressão e induzindo a diferenciação [208]. 

Um dos problemas da reprogramação é a sua baixa eficiência (0,01 – 1 % em 

média) [209]. Porém, nesses últimos 10 anos de pesquisa, têm-se tentado 

aumentar esses índices, seja com a combinação com outros fatores, 

silenciamento de p53, uso de miRNAs, além de diferentes formas de entrega dos 

fatores ou uso de pequenas moléculas como ácido valpróico e butirato de sódio 

(Figura 5) [209–211].  

Figura 5| Via para formação das células pluripotentes induzidas (iPSC). (A) Fibroblastos ou outras células-alvo são 

utilizadas para receber (B) os fatores de transcrição para a indução da reprogramação. Diferentes combinações podem ser 

utilizadas, sendo as mais comuns: os Fatores de Yamanaka (c-MYC, KLF4, OCT4 e SOX2) e os Fatores de Thomson 

(NANOG, LIN28, OCT4 e SOX2), sendo entregues, tradicionalmente, via sistema retroviral. (C) Para uma melhor eficiência 

na reprogramação, diferentes metodologias são propostas: silenciamento de p53, uma vez que bloqueia a expressão de 

NANOG, diminuindo a eficácia da formação de iPSC; utilização de pequenas moléculas, como ácido valpróico e butirato de 

sódio; uso de miRNAs; ou então diferentes métodos de entrega dos fatores de reprogramação, integrativos ou não. (D) 

Formação das colônias reprogramadas com o decorrer dos dias passam para a etapa de caraterização para a confirmação 

do sucesso da reprogramação. (E) Diferentes ensaios são realizados para caracterização das colônias, tanto in vitro como 

in vivo, por exemplo marcação com fosfatase alcalina, RT-PCR, imunofluorescência e formação de teratomas. Adaptado de 

Singh, 2015[209]. 

 

Dentre os YFs, c-MYC atua potencializando a reprogramação e aumenta a 

eficiência, entretanto pode ser removido, principalmente pois sua presença 
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aumenta a capacidade tumorigênica das iPSC [212]. Entretanto, a cooperação 

mútua entre c-MYC e KLF4 é essencial para uma reprogramação bem sucedida, 

em que a presença de ambos leva ao equilíbrio necessário para a manutenção da 

pluripotência, apesar de atuarem em vias opostas [209]. c-MYC aumenta os 

níveis de proliferação, sendo benéfico para o sucesso da reprogramação, porém, 

sua alta expressão resulta no aumento de p53; enquanto que KLF4 aumenta os 

níveis de p21, que resulta na redução da proliferação, além de reduzir p53, que 

diminui os níveis de apoptose [209]. 

As iPSC possuem uma promissora utilização terapêutica, por apresentarem 

características semelhantes as células embrionárias, com índices proliferativos 

altos, além de serem capazes de se diferenciar em células dos três folhetos 

embrionários. Contudo, o principal teste que classifica uma iPSC totalmente 

reprogramada é o ensaio in vivo utilizando camundongos nude para verificar se 

essas células são capazes de formar teratomas, demonstrando que são 

competentes para produzir qualquer tipo celular [32]. Assim, existe um paradoxo 

referente as iPSC, pois ao mesmo tempo que são promissoras no uso em 

diversas terapias, elas apresentam capacidade tumorigênica que dificultaria o uso 

clínico [32,213]. 
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HIPÓTESE 
iPSC representam uma fonte de células com amplo potencial terapêutico. 

Entretanto, o risco de formação de teratomas restringe o seu uso clínico e esse 

risco diminui com a diferenciação das células pluripotente presentes. Assim, a 

presença dos genes utilizados para a reprogramação são os responsáveis pela 

presença dos teratomas após o transplante das iPSC. 
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OBJETIVO 
Avaliar a associação dos genes marcadores da pluripotência (OCT4, SOX2, 

KLF4, c-MYC e NANOG) na formação de teratomas. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Silenciar genes importantes para manter o estado pluripotente via shRNA  

2. Avaliar o potencial de formação de teratomas das células silenciadas 

3. Analisar a resposta das células silenciadas ao tratamento com cisplatina e 

etoposídeo in vitro  
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CAPÍTULOS 
 

Os resultados obtidos durante o doutorado foram agrupados em três capítulos, 

sendo que cada um representa um artigo, o primeiro publicado e os outros dois a 

serem submetidos. 

O primeiro capítulo engloba o artigo intitulado “Roles of OCT4 in 

tumorigenesis, cancer therapy resistance and prognosis“ publicado em 2016 na 

revista Cancer Treatment Reviews. Nesse artigo participei de toda a preparação 

do artigo, desde a sugestão do tema e organização do artigo até a revisão da 

literatura e rascunho do manuscrito, além de realizar os alinhamentos. 

O segundo capítulo constitui-se do artigo intitulado “Silencing of the 

transcription factors Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc or Nanog has different effect on 

teratoma growth.“ a ser submetido à Cellular Oncology no formato de Research 

Article. Minha participação consistiu na realização dos experimentos e na escrita 

do manuscrito. 

O terceiro capítulo constitui-se do artigo intitulado “Importance of Oct4, Sox2, 

Klf4, c-Myc or Nanog expression in the treatment response using cisplatin and 

etoposide in P19 teratocarcinoma cells.“ a ser submetido à Cancer Medicine no 

formato de Research Article. Minha participação consistiu na realização dos 

experimentos e na escrita do manuscrito. 

Assim, a discussão será realizada com base nessas informações. 
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CAPÍTULO I 
“Roles of OCT4 in tumorigenesis, cancer therapy resistance and prognosis“ 

Status: publicado, 2016. 

Revista: Cancer Treatment Reviews.  
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CAPÍTULO II 
“Silencing of the transcription factors Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc or Nanog has 

different effect on teratoma growth.“ 

Status: a ser submetido. 

Revista: Cellular Oncology. 
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Abstract  

Induced pluripotent cells (iPSC) have a great potential, but its use is dependent to find strategies to 

abolish their tumorigenic potential. The use of Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc and Nanog to induce iPSC 

demonstrated the already known importance of these genes to maintain stemness. Therefore, the 

presence of these genes is the responsible for iPSC-derived teratomas. P19 teratocarcinoma cell 

line is used as an iPSC model, since presents embryonic carcinoma cells and has the ability to 

differentiate into cells of the three embryonic germ layers. Teratocarcinomas are a type of testicular 

germ cell tumors, not only one of the most common malignancies but also curable. We separately 

knocked down (KD) the transcription factors used to induce iPSC in P19 (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc 

and Nanog) to check their association with teratoma formation. All KD cells were able to form 

tumors, but only reduction of Oct4 was able to generate a more differentiated one, presenting cells 

derived from the three embryonic germ layers. Our results suggest that these transcription factors 

alone are not able to avoid the formation of teratomas.  

Keywords teratocarcinoma, embryonic stem cell, yamanaka factors, knockdown, P19 cell line 
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1. Introduction  

Teratomas are a type of non-seminoma testicular germ cell tumors with benign features. 

Their main characteristic is the presence of cells derived from the three embryonic germ layers 

(ectoderm, mesoderm and endoderm) arranged in a random way. Teratomas can be classified in (i) 

mature, in which presents only differentiated cells; (ii) immature, consisted of immature cells, 

mainly neuroepithelial components, and may or may not have some mature cells; and (iii) 

teratocarcinoma, the malignant type of teratomas composed of a mixture of embryonic carcinoma 

cells and teratomas. An important feature of teratocarcinoma is the presence of embryonic 

carcinoma cells, which are the malignant counterpart of embryonic stem cells (ESCs) [1–4]. 

From the start, the reprogrammed nature of induced pluripotent cells (iPSC), formed 

through the expression of Yamanaka Factors (YFs - Oct4, Sox2, Klf4 and c-Myc) [5] or by 

replacing Klf4 and c-Myc for Nanog and Lin28, presented a  promising substitution of ESCs in 

several potential clinical applications [6].. Although proving stemness, this feature also indicated 

that the use of these cells would include a risk of teratoma formation [7, 8]. This risk decreases 

with the use of cells in a more differentiated state, but the presence of a small fraction of 

undifferentiated cells could still lead to teratoma formation [9]. Therefore, here we tested whether 

the genes used for reprogramming are required for teratoma formation and growth.  

For this, we silenced YFs and Nanog in P19 cells and measured their teratoma formation 

capacity. The mouse P19 cell line derives of a teratocarcinoma formed after the implantation of a 

7.5 days embryo in the testis of an adult mouse C3WHe [10]. They present a normal karyotype and 

can be transfected with recombinant DNA generating stable lineages. They are also pluripotent and 

can differentiate into cells derived from the three embryonic germ layers thus making this cell line 

a suitable in vitro model to study the initial development of mammals, and the mechanisms 

involved in teratoma formation and maintenance [11, 12].  
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2. Materials and Methods 

2.1 Cell Culture 

Mouse teratocarcinoma P19 cells (ATCC® CRL1825™) obtained from American Type Culture 

Collection (Rockville, MD, USA) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

low glucose, penicillin (100 U ⁄ mL) and streptomycin (100 g ⁄ mL) supplemented with 10 % fetal 

bovine serum (FBS). Cells were maintained in a 5 % CO2 humidified incubator at 37 ºC. DMEM, 

FBS, penicillin, streptomycin and B27 were purchased from Gibco (BRL). 

2.2 Teratoma Formation 

1 x 106 P19 wild type and knocked-down cells were subcutaneously injected into the flank of 6 to 

8-week-old male or female Balb/C nude mice, 4 animals for each group. Tumors were measured 

twice a week with a caliper and volume was estimated by the formula: (length X width2)/2. The 

animal welfare guidelines for the care and use of laboratory animals were approved by the Ethics 

Committee and Animal Research of University Hospital Research Center (HCPA - No. 150109). 

2.3 Histology and immunohistochemical staining 

All mice were anesthetized and killed by overdose with anesthetic after tumours achieved a volume 

of approximately 1600 mm3. Teratomas were sampled and fixed with 10 % paraformaldehyde for 

48 h. Then, samples were embodied in paraffin. 4 µM paraffin-embodied sections were prepared. 

Sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) or immune stained using antibody 

against TRA-1-60 (Santa Cruz), pluripotent marker; beta-III-tubulin (ABCam), ectoderm marker; 

Brachyury (Santa Cruz), mesoderm marker; and AFP (Pierce), endoderm marker.  
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3. Results 

3.1 Impact of Yamanaka factors and Nanog knockdown on teratoma formation and 

differentiation 

Histological analysis of tumors formed from P19 cells grown subcutaneously in the flank of Balb/C 

nude mice (Supplementary Fig. S1) with hematoxylin and eosin (H&E) showed that control cells – 

wild type (Wt) and knockdown control (Ctl KD) – presented high levels of necrosis and 

neuroepithelial components, mainly formed by neuroectodermal rosettes, characteristic of an 

immature teratoma (Fig. 1a and b). Only one Wt animal showed the presence of undifferentiated 

cells and endoderm (Table 1). Ctl KD cells also formed tumors containing undifferentiated cell 

populations (Fig. 1b) and on tumor contained tissue with endoderm characteristics (Table 1). 

Immunohistochemistry (IHC) with TRA-1-60 (undifferentiation) and brachyury (primitive 

mesoderm) were positive in some but not all samples analyzed (Table 2). beta-III-tubulin 

(ectoderm) stained positive in all samples (Fig. 2a and b). 

Table 1 Teratoma differentiation status by hematoxylin & eosin analysis. 
  Necrosis Undifferentiated Ectoderm Mesoderm Endoderm 
Wt 3/4 1/4 4/4 0/4 1/4 
Ctl KD 4/4 3/4 4/4 0/4 1/4 
Oct4#2a KD 0/4 3/4 4/4 2/4 4/4 
Oct4#1 KD 3/4 4/4 2/4 0/4 0/4 
Oct4#2b KD 3/4 3/4 3/4 2/4 3/4 
Sox2 KD 4/4 4/4 3/4 2/4 1/4 
Klf4 KD 3/4 4/4 3/4 2/4 0/4 
c-Myc KD 1/4 2/4 2/4 0/4 3/4 
Nanog KD 4/4 4/4 4/4 0/4 0/4 
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Fig. 1. Histological analysis of teratoma formation using hematoxylin and eosin (H&E) staining. Tumors 

formed from a Wt contained cells only from primitive neuroectoderm and presence of necrosis. Only one 

sample formed ectoderm. b Ctl KD teratomas were formed mainly by undifferentiated, neuroectoderm tissue 
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and necrosis. c Oct4#1 KD tumors presented only undifferentiated and ectoderm cells besides necrotic areas. 

d Oct4#2a-derived teratomas showed absent or small areas of necrosis, formation of cell lineages derived of 

ectoderm (mature brain tissue), mesoderm (cartilage) and endoderm (gland) plus undifferentiated cells. e 

Oct4#2b tumors presented all three embryonic germ layers (neuroectoderm, muscle and gland), besides 

presence of undifferentiated cells and necrotic areas. f Sox2 KD-derived teratomas contained cells from 

primitive neuroectoderm, undifferentiated cells and large necrotic area. g Kfl4 KD-derived teratomas 

contained cells from primitive neuroectoderm, cartilage, and undifferentiated cells, besides necrotic areas. h 

c-Myc KD-derived teratomas showed absent or small areas of necrosis and contained cells from primitive 

neuroectoderm, endoderm (glandular tissue) and undifferentiated cells. i Nanog KD-derived teratomas 

showed necrotic areas and presented cells originated from primitive neuroectoderm and undifferentiated 

cells. Scale bar: 20 µm. 

Two different shRNA sequences for Oct4 were used to knockdown this gene in P19 cells 

(Supplementary Table 1). The first sequence, Oct4#1, resulted in a very robust silencing 

(Supplementary Fig. 2a) compared to Wt and Ctl KD. On the other hand, the second sequence 

generated two clones: Oct4#2a, which presented a reduction in the Oct4 expression; and Oct4#2b, 

with absence of Oct4 but with the presence of one Oct4 pseudogenes (Supplementary Fig. 2a).  

Oct4#1-derived tumors presented undifferentiated cells with surrounding necrotic areas, and a 

small area of ectoderm (Fig. 1c), but no histological detectable mesoderm or endoderm. Ectoderm-

derived tissue was confirmed by IHC, whereas only a faint staining was observed for a mesoderm 

marker in one out of three samples (Fig. 2c). Oct4#2a KD cells formed tissues derived from 

ectoderm, with mature glia cells; and endoderm, composed of glandular tissue; also presence of 

undifferentiated tissue and cartilage was seen. No necrosis was observed in tumors derived from 

these cells (Fig. 1d) and IHC was positive for all markers (Fig. 2d). Lastly, Oct4#2b KD formed 

tumors composed from all three embryonic germ layers: neuroectoderm, mesoderm (muscle), and 

endoderm (glands); undifferentiated tissue and necrosis was also observed (Fig. 1e). IHC analysis 

were positive for undifferentiated and ectoderm cells, however only one sample showed primitive 
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mesoderm, possibly due to the differentiation of these cells, as supported by the presence of muscle 

cells (Fig. 2e). 

Table 2 Teratoma differentiation status by immunohistochemistry analysis. 
  TRA-1-60 b-Tubulin Brachyury 
Wt 1/3 3/3 2/3 
Ctl KD 3/4 3/3 1/3 
Oct4#2a KD 2/3 3/3 2/3 
Oct4#1 KD 2/3 3/3 1/3 
Oct4#2b KD 2/3 3/3 1/3 
Sox2 KD 3/3 3/3 2/3 
Klf4 KD 2/3 3/3 2/3 
c-Myc KD 3/3 3/3 2/3 
Nanog KD 2/3 3/3 1/3 

 

Sox2 silencing was confirmed by RT-PCR (Supplementary Fig. 2c) and in vivo characterization 

demonstrated formation of undifferentiated cells, neuroectoderm, mesoderm (cartilage and 

muscle), and only one sample presented endoderm. The majority of the tumor area analyzed was 

composed of necrosis (Fig. 1f). IHC confirmed the histological analysis (Fig. 2f). 

Stable Klf4 knockdown was confirmed by Western blot (Supplementary Fig. 2b). Klf4 KD-derived 

tumors formed immature teratomas, with neuroectoderm and undifferentiated cells, besides 

presence of cartilage and necrotic area (Fig. 1g). IHC for pluripotent cells and differentiated were 

positive (Fig. 2g). 

c-Myc KD cell silencing was confirmed by RT-PCR (Supplementary Fig. 2d). In vivo 

characterization showed immature teratoma formation, with presence of undifferentiated cells, 

besides neuroectoderm and endoderm tissues. No mesoderm was observed, along with small or 

absent areas of necrosis (Fig. 1h). IHC showed positive cell for Brachyury, indicating the presence 

of primitive mesoderm (Fig. 2h). 

Nanog KD was confirmed by RT-PCR (Supplementary Fig. 2e) and teratomas derived from Nanog 

KD cells were similar to Wt and Ctl KD presenting necrotic areas, neuroectoderm and 

undifferentiated cells (Fig. 1i). Only one sample was positive for mesoderm, and no endoderm was 

observed. IHC confirmed the histological analysis (Fig. 1i). 
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Fig. 2. Immunohistochemistry for pluripotent and differentiated cells in teratomas formed by knockdown 

cells. TRA-1-60 was used as pluripotent marker, b-III-tubulin for ectoderm, and brachyury for mesoderm. a 
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Wt teratomas presented only positive cells for ectoderm and mesoderm. b Ctl KD teratomas had 

undifferentiated and ectoderm positive cells. c Oct4#1 KD tumors presented undifferentiated and ectoderm 

positive cells. d Oct4#2a-derived teratomas showed cells positive for all markers. e Oct4#2b tumors were 

positive for pluripotent and ectoderm cells. f Sox2 KD-derived teratomas contained undifferentiated and 

ectoderm positive cells. g Kfl4 KD and h c-Myc KD-derived teratomas were all positive, except for 

endoderm. i Nanog KD-derived teratomas showed neuroectoderm and undifferentiated positive cells. Scale 

bar: 50 µm. 

 

3.2 Effect of silencing in tumor growth 

Next, we measured the growth rate of the tumors formed by the silenced P19 cells. Oct4#2a, 

Oct4#2b and Klf4 KD tended to reach this proportion before than Wt cells, while the others cells 

took a little more days to reach 500 mm3, especially Nanog (Fig. 3a and b). 

 

Fig. 3. Kaplan-Meyer (KM) analysis to observe the time needed for the tumor to reach 500 mm3. a KM 

comparing control cells (wild type – Wt and knockdown control – Ctl KD) with Oct4 KD. b KM comparing 

Wt with Sox2, Klf4, c-Myc and Nanog KD.  

 

4. Discussion 

Since the discovery of iPSC, its use was applied most successfully to human disease modeling, in a 

vast array that includes type I diabetes, Alzheimer’s, and Parkinson’s diseases [13]. The other 

important potential use, cell replacement therapy, has not been fulfilled mostly due to the risk of 

teratoma formation, despite the decreased risk using cells in a more differentiated state [17,18,19]. 

Fig. 3a b

0 

50 

100 

0 20 40 60 80 100 Days 
0 

50 

100 

0 20 40 60 80 100 Days 

Wt

Nanog KD
c-Myc KD
Klf4 KD
Sox2 KD

Wt
Ctl KD

Oct4#1 KD
Oct4#2a KD

Oct4#2b KD

3 
Pr

op
or

tio
n 

of
 tu

m
or

s 
th

at
 re

ac
he

d 
50

0 
m

m

3 
Pr

op
or

tio
n 

of
 tu

m
or

s 
th

at
 re

ac
he

d 
50

0 
m

m



 63 

Notwithstanding, implantation of predifferentiated cardiac cells derived from etoposide-treated 

mouse iPSC reduced by 10-fold the teratoma formation by abolishing the remaining 

undifferentiated cells [7].  

Here, we tested the impact of silencing the factors used to generate iPSC in the growth and 

differentiation state of teratomas. Oct4 is the main transcription factor to generate iPSC and is used 

as a specific marker of TGCT, since its highly expressed in tumors with more undifferentiated 

features, and absent expression in differentiated components [14]. Some of Oct4 pseudogenes 

(Oct4-pg1, pg3 and pg4) have a high sequence homology to Oct4A and share the unique N-

terminal coding sequence and have similar protein size [15, 16]. Therefore, the Oct4 antibody used 

in this study can also detect Oct4 pseudogenes, thus, the presence of a low band in Oct4#2b, and 

present only weak in Wt and Ctl KD (Supplementary Fig. 1a), can be the expression of one of Oct4 

pseudogenes. The role of Oct4 pseudogenes are not completely understood, but they can act as 

regulators, such as miRNA sponge protecting Oct4 transcript from inhibition [15]. 

The robust silencing of Oct4 with the Oct4#1 led to a reduction in the formation of mesoderm and 

endoderm. Interestingly, another shRNA sequence which reduced the expressed of Oct4 by about 

50% or, in a separate clone, with the appearance of a putative pseudogene, led to the formation of 

mature brain cells, cartilage and gland plus undifferentiated tissue, suggesting that a small amount 

or event the presence of a pseudogene is sufficient to allow the formation of these tissues, in 

contrast to the shRNA sequence that lead to a large reduction in Oct4.  

Sox2 is expressed in primitive neuroepithelium cells in immature teratomas of the central nervous 

system, whereas it is limited to the epithelium with endodermal origin in the mature ones [17]. 

Among the factors tested, Sox2 KD presented undifferentiated and differentiated tissue, especially 

ecto and mesoderm, only one sample showed differentiation towards endoderm. The main 

characteristic of these KD tumors was the increased necrosis, which represented 50 % or more of 

the tumor formed (data not shown).  

Klf4 is capable of promoting the self-renewal of ESCs by activating several genes, such as Nanog, 

Oct4 and Sox2; and its expression is involved in the commitment of pluripotent cells to endodermal 
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differentiation, since its absence increases differentiation towards definitive endoderm [18, 19]. A 

different result concerning the differentiation status of the teratoma formed by Klf4 KD cells was 

observed, wherein no endoderm was seen, and this divergent result may be because the silencing 

was not complete and the remaining cells expressing this gene can be preventing differentiation 

towards endoderm.  

c-Myc is an important proto-oncogene that regulates several genes involved in various cellular 

processes, and loss of its expression reduces cell growth and promotes differentiation, besides 

sensitizes cells to DNA damage [20–23]. In mouse ESCs, its absence decrease self-renewal 

potential and drive to early differentiation of all three embryonic germ layers, although no fully 

differentiated cell is observed [24]. Similar, in colon cancer, the presence of c-Myc correlated with 

more undifferentiated and proliferative tumors [25]. We observed that tumors derived from c-Myc 

KD cells presented undifferentiated cell, but were mainly composed of primitive neuroectoderm, 

endoderm and mesoderm precursors. 

In TGCT, Nanog presents similar expression profile as Oct4, being highly expressed in tumors 

with undifferentiated features, but low or absent expression in differentiated tumors components 

[14, 26]. Moreover, Nanog expression is one of the responsible to avoid differentiation into 

endoderm in ESCs [27, 28]. For this reason, it would be expected to observe differentiation 

towards endoderm with Nanog KD cells, but no formation of gland or other endoderm-derived 

cells, or mesoderm was detected; and only one sample was positive for primitive mesoderm. Nanog 

KD cells tumors were formed basically by undifferentiated and neuroectoderm cells.  

The YFs plus Nanog work in combinatory complexes in order to regulate the expression of its 

targets genes, which are involved in the pluripotency maintenance and cell differentiation [10]. In 

order to keep an undifferentiated state, a fine tune expression of Oct4 and Sox2 is need, and, 

together with Nanog, they form a complex that activate / repress mutual target genes [10,11]. The 

absence of Oct4 or Sox2 induces ESCs to differentiate into trophectoderm, while Nanog or Klf4 

absence lead to endoderm differentiation [12–14]. This differentiation tendency was observed in 

ESCs and no data regarding ECCs was described. Thus, perhaps because of the different 
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tumorigenic status between ECCs and ESCs, these cells were not able to form endoderm. 

Furthermore, teratomas are formed mainly by ectoderm cells and also mesoderm can be observed; 

however differentiation toward endoderm components is rare [14]. Klf4 is also capable of a direct 

interaction with Oct4, Sox2 and Nanog; and c-Myc acts enhancing reprogramming and increases 

efficiency [15,16]. Probably for these reason, knocking down the transcription factors alone was 

not able to avoid the formation of teratomas and targeting more than one gene would be a more 

effective way to avoid tumor formation. 

 

5. Abbreviations 

c-Myc - V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog 

ESCs – embryonic stem cells 

iPSC – induced pluripotent cells 

KD – knockdown by shRNA 

Klf4 – Krüppel-like factor 

Oct4 – Octamer 4 

P19 – murine teratocarcinoma cell line 

Sox2 - SRY-related high mobility group box 2 

TCGT – testicular germ cell tumors 

YF – Yamanaka Factors (Oct4, Sox2, Klf4 and c-Myc) 
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10. Supplementary Material and Methods 

 shRNAi Transduction 

shRNAi sequences were obtained from a Mission RNAi library in a pLKO.1 plasmid (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Mo., USA); the sequence used to silence Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc and Nanog 

are described in supplementary table I. Lentivirus production was performed by co- transfecting 

Hek 293t cells with PEI reagent (Polysciences #23966-2) complexed with three virus packaging 

plasmids: (1) RRE, (2) Rev, and (3) VSVG, and the shRNAi expression plasmid containing a 

puromycin resistance gene. As a control of transduction, we used a GFPi plasmid stable RNA 

interference with a sequence targeting GFP (shGFP - SHC005). The supernatants were collected 

after 72 h and 96 h, filtered with 45-µm filter membrane, and added to P19 culture plus polybrene 8 

µg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and spin infection was performed for 45 min at 750 g. 
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One-micromolar puromycin (GIBCO, Grand Island, NY, USA) selection was performed for 10 

days after 72 h of transduction. 

RT-PCR 

Total RNA from P19 wild type or knocked-down cell cultures was isolated with Trizol LS reagent 

(Life Technologies) and chloroform-isopropanol extraction. DNAse was used to eliminate any 

DNA residue. The cDNA was synthesized with M-MLV Reverse Transcriptase enzyme (Promega) 

from total RNA with poliT primer.  

Western Blotting 

P19 wild type or knocked-down for Oct4 and Klf4 cells were lysed with a lysis solution containing 

Triton, Tris, EDTA and EGTA, and quantified using Pierce BCA protein assay kit (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, USA). Same amounts of protein were used in SDS-PAGE. Proteins were 

transferred to PVDF membrane and blocked with 5 % nonfat dry milk in 1 × TTBS. The membrane 

was incubated overnight with the primary antibody against Oct4 (1:800, sc-5279, Santa Cruz) or 

Klf4 (1:800, sc-20691, Santa Cruz); followed by incubation with the appropriate horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibody (1:2000, Cell Signaling) for 2 h at 4 °C. 

Chemoluminescence was detected using ECL and x-ray films (Kodak). Membrane was stained 

with comassie blue for protein load control. 

11. Supplementary Figure 
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Supplementary Fig. 1. Teratomas tumor volume (mm3) formed in each cell line. Teratomas formed by the 

injection of a Wild type (Wt) cells, b Knockdown control (Ctl KD), c Oct4#2a KD, d Oct4#1 KD, e Oct4#2b 

KD, f Sox2 KD, g Klf4 KD, h c-Myc KD, i Nanog KD. Each color in the graph indicates one animal that 

formed teratoma. 
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Supplementary Fig. 2. Knockdown (KD) confirmation. a P19 cell line were infected with two different 

shRNA sequences (Oct4#1 and Oct4#2). The second sequence generated two clones with different Oct4 

expression (Oct4#2a and Oct4#2b). Wild type P19 cells (Wt) and shRNA control (Ctl KD) were used as 

control cells. Western blot was performed to confirm silencing and loading control (LC) was used as control 

for the quantity of protein applied. b Kfl4 KD was confirmed by western blot. c-e RT-PCR was used to 

confirm KD and b-actin used as internal control. c Sox2 KD, d c-Myc KD and e Nanog KD.  

 

12. Supplementary Table 

Supplementary Table 1. Identity of the shRNA clones used. 
Gene Gene ID Clone ID Cell line name 
Oct4 18999 NM_013633.1-659s1c1 Oct4#1 KD 

NM_013633.1-544s1c1 Oct4#2a KD 
 Oct4#2b KD 

Klf4 16600 NM_004235.3-1716s1c1 Kfl4 KD 

Sox2 20674 NM_003106.2-1060s21c1 Sox2 KD 
Nanog 71950 XM_132755.3-122s1c1 Nanog KD 

c-Myc 17869 NM_002467.4-952s21c1 Myc KD 
GFP - SHC005 Ctl KD 

 
 

 

  



 71 

CAPÍTULO III 
“Importance of Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc or Nanog expression in the treatment 

response using cisplatin and etoposide in P19 teratocarcinoma cells.“ 

Status: submetido. 

Revista: Cancer Medicine. 

  



 72 

Importance of Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc or Nanog expression in 

the response to cisplatin and etoposide in P19 teratocarcinoma 

cells. 

Emilly Schlee Villodre1, Mayumi Zanotta Oyama1 and Guido Lenz 1,2 

 

1 Laboratory of Cellular Plasticity and Signaling, Department of Biophysics, 

Institute of Biosciences, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 

RS, Brazil. 

2 Center of Biotechnology, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 

RS, Brazil. 

 

Correspondence to: Guido Lenz 

Departamento de Biofísica, Instituto de Biociências, Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul (UFRGS).  

Av. Bento Gonçalves, 9500 Prédio 43431 Lab 115, 91501-970 Porto Alegre, RS, Brazil. 

Telephone: +55 51 33087620; fax: +55 51 33087613 

E-mail: lenz@ufrgs.br 

 
  



 73 

Abstract  

Testicular germ cell tumors (TGCT) are one of the most curable solid tumors, however 

some patients are resistant to the treatment with cisplatin, etoposide and bleomycin. 

Presence of a population with stemness feature such as cancer stem cells (CSCs) is an 

important player in tumor recurrence and resistance. Teratocarcinomas, one of many types 

of TGCT, present a population, named embryonic carcinoma cells, which resemble CSCs 

and can thus be the responsible for recurrence. We separately knocked down (KD) the 

transcription factors Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc and Nanog know for their importance in the 

maintenance of stemness in P19 teratocarcinoma cell line to check their association with 

sensitivity to treatment in vitro. Reduction in the expression of Klf4 and c-Myc increased 

cisplatin sensitivity alone or combined with etoposide, while Oct4 and Sox2 KD did not 

affect response to these treatments. Nanog KD sensitized cells only to cisplatin treatment. 

Thus, the silencing of the transcription factors can sensitize P19 cells to cisplatin and 

etoposide, being Nanog the exception and these genes may be considered for tackling the 

resistance of teratocarcinomas to these therapies. 

Keywords teratocarcinoma, yamanaka factors, knockdown, P19 cell line, cisplatin, 

etoposide 
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Introduction  

Testicular germ cell tumors (TGCT) are one of the most curable solid tumors, when 

treated with various cycles of bleomycin, etoposide and cisplatin (BEP) (1,2). Cisplatin 

(cis-diamminedichloroplatinum II, CDDP) is an effective chemotherapeutic agent widely 

used since the 70's for the treatment of various cancers, such as testicular, ovarian, head 

and neck, and cervical cancers (3–5). CDDP acts mainly through the formation of covalent 

DNA adducts between two guanines at the position N7 (6). Etoposide (VP-16) is a 

semisynthetic derivative of podophyllotoxin and exerts its toxic activity by binding and 

inhibiting the action of topoisomerase II enzyme, being used as standard therapy in small 

cell lung carcinoma, malignant lymphoma, leukemia and Kaposi’s sarcoma (7,8).  

Despite this efficient treatment, TGCT relapses in some patients and cancer stem 

cells (CSCs) were implicated as part of the mechanism of resistance and recurrence (9,10). 

Teratocarcinomas, a type of TGCT, are formed by a mixture of differentiated cells and 

embryonic carcinoma cells (ECCs), the malignant counterpart of embryonic stem cells 

(ESCs) (11–14). Therefore, we hypothesize that the presence of genes that are responsible 

for stemness, such as Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc and Nanog, can interfere in the treatment 

response of TGCT patients that present resistance. Here, our study shows that knocking 

down most, but not all, of these genes sensitizes the P19 teratocarcinoma cell line to CDDP 

and/or VP-16 treatment in vitro. 

 
Materials and Methods 
 

Cell Culture 

Mouse teratocarcinoma P19 cells (ATCC® CRL1825™) obtained from American Type 

Culture Collection (Rockville, MD, USA) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s 
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medium (DMEM) low glucose, penicillin (100 U ⁄ mL) and streptomycin (100 g ⁄ mL) 

supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS). Cells were maintained in a 5 % CO2 

humidified incubator at 37 ºC. DMEM, FBS, penicillin, streptomycin and B27 were 

purchased from Gibco (BRL). 

shRNAi Transduction 

shRNAi sequences were obtained from a Mission RNAi library in a pLKO.1 plasmid 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA); the sequence used to silence Oct4, Sox2, Klf4, c-

Myc and Nanog are described in supplementary table 1. Lentivirus production was 

performed by co- transfecting Hek 293t cells with PEI reagent (Polysciences #23966-2) 

together with three virus packaging plasmids: (1) RRE, (2) Rev, and (3) VSVG, and the 

shRNAi expression plasmid containing a puromycin resistance gene. As a control of 

transduction, we used a GFPi plasmid stable RNA interference with a sequence targeting 

GFP (shGFP - SHC005). The supernatants were collected after 72 h and 96 h, filtered with 

45-µm filter membrane, and added to P19 culture plus polybrene 8 µg/ml (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) and spin infection was performed for 45 min at 750 g. One-

micromolar puromycin (GIBCO, Grand Island, NY, USA) selection was performed for 10 

days after 72 h of transduction. 

RT-PCR 

Total RNA from P19 wild type or knocked-down cell cultures was isolated with Trizol LS 

reagent (Life Technologies) and chloroform-isopropanol extraction. DNAse was used to 

eliminate any residual DNA. The cDNA was synthesized with M-MLV Reverse 

Transcriptase enzyme (Promega) from total RNA with poliT primer. One microliter of the 

RT reaction mix was used as a template for PCR using a concentration of 0.5 mM of each 



 76 

primer and 0.5 units of Taq DNA polymerase (Sigma-Aldrich). As a control for cDNA 

synthesis, β-actin PCR was performed. Products of the PCR reaction were analyzed on a 1 

% agarose gel stained with 1 µl of Safe Dye (Kasvi). The gene-specific primer pairs were 

as follows: Sox2 (F) 5’-TCAAGGCAGAGAAGAGAGTGTTTG-3', Sox2 (R) 5’-

GCCGCCGCGATTGTTGTGAT-3', c-MYC (F) 5’-GCCAGCCCTGAGC CCCTAGT-3', 

c-MYC (R) 5’-CGGCGTAGTTGTGCTGGTGAGT-3', Nanog (F) 5’-T 

GAAGTGCAAGCGGTGGCAGA-3', Nanog (R) 5’-GGTCCAGGTCTGGTCGTCCC A-

3', b-actin (F) 5’GAGACCTTCAACACCCCAG-3', b-actin (R) 5’-GTGGTGGTGA 

AGCTGTAGC-3'. 

Western Blotting 

P19 wild type or knocked-down for Oct4 and Klf4 cells were lysed with a lysis solution 

containing Triton, Tris, EDTA and EGTA, and quantified using Pierce BCA protein assay 

kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). The same amounts of protein was used in 

SDS-PAGE. Proteins were transferred to PVDF membrane and blocked with 5 % nonfat 

dry milk in 1 × TTBS. The membrane was incubated overnight with the primary antibody 

against Oct4 (1:800, sc-5279, Santa Cruz) or Klf4 (1:800, sc-20691, Santa Cruz); followed 

by incubation with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody 

(1:2000, Cell Signaling) for 2 h at 4 °C. Chemoluminescence was detected using ECL and 

x-ray films (Kodak). Membrane was stained with comassie blue for protein load control. 

Cumulative Population Doubling (CPD)  

Wild type or knocked-down P19 cells were plated at a density of 250 cells per well in a 12-

well plate. After 24 h, cells were treated with cisplatin 25 µM, etoposide 34 µM or its 

combination for 5 days, after which cells were counted using a hemocytometer and grown 
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thereafter in drug free medium during 30 days. The handling of cells was performed when 

they reached around 80 % confluence. The re-seeding of cells was performed using 2.5 % 

of the re-suspended cells. The Initial Number (IN) and the Final Number (FN) of cells of 

each analyzed interval were plotted in the following formula to obtain the Population 

Doubling (PD) value: PD = (Ln(FN) – Ln(IN)) / Ln(2). The sum of successive PDs created 

the Cumulative Population Doubling (CPD). 

CPD parameters 

All the parameters were analyzed as previously described (15). Briefly, to obtain 

RendCPD (relative end CPD) we performed the ratio between the last CPD of treated 

group in relation to untreated group, in order to quantify the end point analysis of 

proliferation. RTCT (Relative Time to Cross a Threshold) and RPR (Relative Proliferation 

Rate) were obtained using the linear regression of both treated and untreated groups. 

RTCT was determined by the ratio between the control and treated Time to Cross the 

Threshold (TCT), i.e., a threshold set on a CPD value of 15, and indicates the delay caused 

by the treatment in the cell population regrowth compared to the untreated group. RPR is 

the ratio of the angular coefficients of treated and untreated groups, and describes the 

relative regrowth velocity of the cells that survived after treatment.  

Statistical Analysis 

Data are expressed as mean ± SEM and ANOVA followed by Tukey for multiple 

comparisons was performed with the aid of the Prism 7 (GraphPad Software). 
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Results 

P19 cells show higher resistance to plasmatic levels of cisplatin than etoposide or their 

combination 

Cumulative Population Doubling (CPD) curves of P19 cells indicated a fast growth rate, 

with an average doubling time of around 14 h. Teratoma treatment regimen consisted in 5 

days cycles using cisplatin at a daily dose of 20 mg/m2, etoposide ranging from 50-120 

mg/m2 and bleomycin at 20 IU/m2 (16). Plasma cisplatin concentration reaches between 

10-25 µM, while etoposide can reach around 46 µM (17,18). To best mimic this treatment 

regimen, we treated the cells with five days of cisplatin 25 µM (CDDP) and/or etoposide 

34 µM (VP-16). Under these conditions, CDDP did not significantly alter the growth of 

WT and Ctl KD cells over a period of 30 days whereas VP-16 and the combination of 

CDDP and VP-16 lead to a significant reduction in the cell population growth (Fig. 1a and 

b). 

Effect of knocking down Oct4 in P19 cells 

Two shRNA sequences were used to knockdown Oct4 in P19 cells (Supplementary Table 

1). The first sequence, Oct4#1, produced a near complete silencing (Fig. 1c) compared to 

Wt and Ctl knockdown (KD), whereas the second sequence generated a clone (Oct4#2a), 

in which Oct4 expression was reduced; and a second clone Oct4#2b, in which the main 

protein product of Oct4 was reduced to undetectable levels, but a lower MW band 

appeared on Oct4 western blots, which possibly is a Oct4 pseudogenes (Fig. 1c). Partial 

reduction in Oct4 expression produced by Oct4#2a protected the cells against VP-16 and 

the combination (Fig. 1e) whereas Oct4#2b had neither a sensitizing nor protective effect 

(Fig. 1f). The near complete deletion of Oct4 produced by Oct4#1 significantly sensitized 
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cells to the combination (Fig. 1g) suggesting that Oct4 plays a role in the response to 

etoposide and the combination, but not to cisplatin alone. Of note, KD of Oct4 did not 

affect the morphology of the cells (Fig. 1d) nor de basal population growth rate. 

We calculated three CPD parameters recently proposed by our group to improve data 

visualization of CPD results (15). RendCPD (Relative end CPD) was used to quantify the 

end point analysis of proliferation on day 30. RTCT (Relative Time to Cross a Threshold) 

is calculated to compare the growth delay caused by the treatment, while RPR (Relative 

Proliferation Rate) indicates the relative regrowth velocity after treatment. This analysis 

confirmed the sensitizing effect of complete silencing obtained in Oct4#1 and the 

protective effect of partial silencing obtained in Oct4#2a to the two drugs, but not either 

drug alone (Fig. 1h, i and j).  
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Fig. 1. Characterization of Wild type (Wt), silencing control (Control KD) cells and Oct4 knockdown (KD) 

cells. a Oct4 silencing confirmation. P19 cell line was infected with two different shRNA sequences (Oct4#1 
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and Oct4#2). The second sequence generated two clones with different Oct4 expression (Oct4#2a and 

Oct4#2b). Wild type P19 cells (Wt) and shRNA control (Ctl KD) were used as control cells. Western blot 

was performed to confirm silencing and loading control (LC) was used as control for the quantity of protein 

applied. b Representative image of the aspect of Oct4 KD cells compared to Wt and Ctl KD. Scale bar: 100 

µm. c-f Cumulative population doubling (CDP) was performed to evaluate cell proliferation of c Wt, d Ctl 

KD, e Oct4#2a, f Oct4#2b and g Oct4#1 after 5 days of treatment with cisplatin (CDDP) 25 µM, etoposide 

(VP-16) 34 µM or the combination. h Relative end CPD (RendCPD) is the ratio between the last CPD day 

(30th day) of treated and control cells and indicates the proliferation capacity. i Relative Time to Cross a 

Threshold (RTCT) was performed to observe if the treatment was able to delay the cell regrowth, while j 

Relative Proliferation Rate (RPR) parameter describes the relative regrowth velocity of the remaining cells. 

Results represent the mean (± SEM); a = p<0.05; b = p≤0.01 in relation to non-treated cells. * = p<0.05; ** = 

p≤0.01. 

 

Knocking down Sox2 has little effect on the sensitivity to treatment 

Sox2 silencing was confirmed by RT-PCR (Fig. 2a) and the morphology of the colonies 

presented a less compact appearance when compared to control cells (Fig. 2b). Sox2 KD 

cell number was reduced after VP-16 alone and combination with CDDP compared to non-

treated (Fig. 2c and d). Furthermore, cells with combined treatment regrew much slower, 

as indicated by the very low RPR and RTCT (Fig. 2e and f). However, Sox2 KD did not 

significantly alter the sensitivity of cells in relation to WT or control KD cells.  
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Fig. 2. Sox2 knockdown (KD) cells are sensitive to combined therapy with cisplatin (CDDP) and etoposide 

(VP-16). a Sox2 silencing confirmation. RT- PCR was used to confirm KD and b-actin used as internal 

control. b Representative image of the aspect of Sox2 KD cells compared to Wt and Ctl KD. Scale bar: 100 

µm. c Cumulative population doubling (CDP) was performed to evaluate cell proliferation of Sox2 KD cells 

after 5 days of treatment with CDDP 25 µM, etoposide VP-16 34 µM or the combination. d Relative end 

CPD (RendCPD) indicates the proliferation capacity and it was calculated as the ratio between treated and 

control cells with the last CPD day value. e Relative Time to Cross a Threshold (RTCT) was performed to 

observe if the treatment was able to delay the cell regrowth, while f Relative Proliferation Rate (RPR) 

parameter describes the relative regrowth velocity of the remaining cells. Results represent the mean (± 

SEM); a = p<0.05; b = p≤0.01 in relation to non-treated cells. 

 

Klf4 knockdown sensitizes cells to CDDP 

Stable Klf4 knockdown was achieved by a lentiviral vector using a shRNA sequence on 

P19 cells. Reduction in the expression was confirmed by Western blot (Fig. 3a). Visual 
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analysis of cell morphology showed colonies that are less compact when compared to WT 

and control KD cells (Fig. 3b). Klf4 KD cells were significantly more sensitive to CDDP 

(Fig. 3c), when compared with Wt CDDP-treated cells (Fig. 3d). Moreover, all treatment 

slowed the regrowth (Fig. 3e), and even when cells returned to proliferate, the rate was 

lower than non-treated cells (Fig. 3f), but this velocity was not different when cmpared to 

WT or control KD cells. 

 

Fig. 3. Klf4 knockdown (KD) cells are sensitive to treatment with cisplatin (CDDP), etoposide (VP-16) and 

combination. a Klf4 KD was confirmed by western blot and loading control (LC) was used as control for the 

quantity of protein applied. b Representative image of the aspect of Klf4 KD cells compared to Wt and Ctl 

KD. Scale bar: 100 µm. c Cumulative population doubling (CDP) was performed to evaluate cell 

proliferation of Kfl4 KD cells after 5 days of treatment with CDDP 25 µM, VP-16 34 µM or the 

combination. d RendCPD (Relative end CPD) indicates the proliferation capacity. e RTCT (Relative Time to 

Cross a Threshold) was performed to observe if the treatment was able to delay the cell regrowth, while f 
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RPR (Relative Proliferation Rate) parameter describes the relative regrowth velocity of the remaining cells. 

Results represent the mean (± SEM); a = p<0.05; b = p≤0.01 in relation to non-treated cells. * = p<0.05. 

 

Cisplatin alone or combined to etoposide sensitizes c-Myc KD cells 

c-Myc cell silencing was confirmed by RT-PCR (Fig. 4a) and morphology was different 

compared to control, as the colonies were less compact with cells having a more prolonged 

shape (Fig. 4b). c-Myc KD sensitized cells to CDDP but not to VP-16. The combination of 

the two drugs leads to a complete elimination of the c-Myc KD cells (Fig. 4c, d). However, 

despite the increased acute toxicity of CDDP on c-Myc KD cells (Fig. 4f), the surviving 

cells regrew as fast as the untreated ones (Fig. 4f). 

 

Fig. 4. c-Myc knockdown (KD) cells are sensitive to cisplatin (CDDP) and when combined with etoposide 

(VP-16). a c-Myc Knockdown (KD) confirmation by RT- PCR and b-actin used as internal control. b 

Representative image of the aspect of c-Myc KD cells compared to Wt and Ctl KD. Scale bar: 100 µm. c c-
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Myc KD cells proliferation, after 5 days of treatment with CDDP 25 µM, VP-16 34 µM or the combination 

was estimated by cumulative population doubling (CDP). d Relative end CPD (RendCPD) indicates the 

proliferation capacity. e Relative Time to Cross a Threshold (RTCT) was performed to observe if the 

treatment was able to delay the cell regrowth, while f Relative Proliferation Rate (RPR) parameter describes 

the relative regrowth velocity of the remaining cells. Results represent the mean (± SEM); a = p<0.05; b = 

p≤0.01 in relation to non-treated cells. ** = p≤0.01. 

 

Nanog knockdown strongly sensitized cells to cisplatin treatment 

The efficacy of knocking down Nanog in P19 cells was confirmed by RT-PCR (Fig. 5a), 

and these cells presented more epidermal-like features, as seen in Fig. 5b, wherein some 

colonies were less compact and other cells were larger and flatter than Wt cells. Over the 

course of 30 days, Nanog KD cells were completely eliminated by CDDP. VP-16 

treatment had little effect on their proliferation (Fig. 5c and d), despite the fact that both 

slowed the regrowth, as observed in RTCT analysis (Fig. 5e). Surprisingly, CDDP plus 

VP-16 treated cells responded in a very similar fashion as CP-16 alone (Fig. 5f).  
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Fig. 5. Nanog knockdown (KD) cells are sensitive to cisplatin (CDDP) but not with etoposide (VP-16). a 

Nanog silencing was confirmed by RT- PCR and b-actin used as internal control. b Representative image of 

the aspect of Sox2 KD cells compared to Wt and Ctl KD. Scale bar: 100 µm. c Nanog KD cell proliferation 

was estimated by cumulative population doubling (CDP) after treatment with CDDP 25 µM, VP-16 34 µM 

or combination for 5 days d RendCPD (Relative end CPD) indicates the proliferation capacity at the last day 

analysis. e RTCT (Relative Time to Cross a Threshold) was performed to observe if the treatment was able to 

delay the cell regrowth, while f RPR (Relative Proliferation Rate) parameter describes the relative regrowth 

velocity of the remaining cells. Results represent the mean (± SEM); a = p<0.05; b = p≤0.01 in relation to 

non-treated cells. ** = p≤0.01. 

 

Discussion 

TGCT is one of the most curable tumors, even when widely propagated. The combination 

of cisplatin with etoposide and bleomycin has been considerate the gold standard, since 90 
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to 95 % of patients are cured (19). However, a small proportion of patients present 

resistance to the therapy, and this mechanism is not fully understood (20). It has been 

suggested that resistance to CDDP, specifically in TGCT, may occur due to: (i) reduction 

in the expression of OCT4; (ii) failure in the induction of pro-apoptotic proteins; (iii) 

changes in the expression of certain miRNAs; (iv) increasing levels of MDM2 and 

cytoplasmic translocation of p21 via phosphorylation; and (v) activation of PDGFRb / 

PI3K / pAKT pathway (21). Regarding VP-16, resistance can occur due to reduction in the 

expression of topoisomerase II or in genes involved in mismatch repair, but mainly due to 

the presence of P-glycoprotein, and ABC transporter encoded by MDR1 (multidrug 

resistance 1 gene) that transport cytotoxic drugs out of cell (22,23). 

We observed that both control cells (Wt and Ctl KD) were resistant to CDDP 25 µM, 

which is in agreement with primary teratocarcinoma-derived cells, wherein cells were 

described to be resistant to CDDP 30 µM (3). However, only 5 µM of CDDP was 

sufficient to reduce proliferation of F9 teratocarcinoma cells (24). This discrepancy can be 

explained since P19 and F9 cells appear to represent different stages of development 

because of the cell type they present, in which P19 cells resemble epiblast, while F9 cells 

are similar to the cells that form extraembryonic endoderm (25). 

Oct4 is the main transcription factor to generate induced pluripotent cells (iPSC) and can 

be used in TGCT as a specific marker, since it is highly expressed in carcinoma in situ, 

seminoma and embryonic carcinoma tumors, with more undifferentiated features; and 

absent expression in differentiated components of non-seminoma tumors (22). The clone 

that presented complete Oct4 silencing (Oct4#1) was significantly more sensitive to CDDP 

+ VP-16 when compared to partial silencing of Oct4 (Oct4#2a) indicating that different 

levels of silencing may have opposing effects on the sensitivity to this combined therapy. 
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The same was observed in other TGCT cell lines, wherein tumors expressing low levels of 

Oct4 correlated with induction of cisplatin resistance and poor prognosis in patients 

(26,27). Some of Oct4 pseudogenes (Oct4-pg1, pg3 and pg4) have a high sequence homology to 

Oct4A, and were shown to be transcribed, producing proteins that share the unique N-terminal 

coding sequence and similar protein size, thus potentially being able to have at least some of the 

functions of Oct4 (28). Furthermore, the antibody used to confirm the silencing can also potentially 

detect the pseudogenes. Thus, the putative presence of an Oct4 isoform with lower MW may 

perform some of the functions of Oct4 related to sensitivity.  

Resistance to therapy is frequently observed in tumors and different pathways are activated 

aiming to correct the damage generated and allow cells to return to proliferate. Sox2 is a 

transcription factor member of the SOX gene family and the main characteristic of this 

family is the presence of a high mobility group domain (HMG) (29). This gene is involved 

in the maintenance and/or proliferation of ESCs and neural stem cells, being highly 

dependent on its expression levels (30–32). Sox2 is activated and involved in breast, 

ovarian and glioma resistance (33–35). However, the opposite effect is seen in TCGT, 

wherein the sensitivity correlates with increasing cells expressing proteins containing the 

HMG domain, such as SOX2, wherein it recognizes intrastrand cross-links caused by 

cisplatin and binds to them, inhibiting NER (nucleotide excision repair) (22). Our results 

showed that Sox2 KD did not further sensitize cells to VP-16 alone or combined to CDDP 

when compared to Wt cells. CDDP treatment alone showed no diffence to control cells 

(Wt and Ctl KD). And similar to our results was observed in adenoid cystic carcinoma 

cells and head and neck squamous cell carcinoma, wherein cisplatin sensitivity was little or 

absent after silencing Sox2 (36,37). 

Klf4 is capable of promoting the self-renewal of ESCs by activating several genes, such as 

Nanog, Oct4 and Sox2 (38,39). Klf4 KD cells treated with CDDP have a higher sensitivity 
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than Wt and Ctl KD cells. Our results were similar to observed in other types of tumors, 

wherein Klf4 levels negatively regulated the sensitivity of cancer cells to cisplatin in breast 

cancer, hepatocarcinoma and osteosarcoma (40–42). Absence of Klf4 increased 

proliferation in fibroblasts, and our results showed that teratocarcinoma cells with reduced 

expression presented approximately 20 % more proliferation than Wt cells (58). 

c-Myc is an important proto-oncogene that regulates several genes involved in various 

cellular processes, and loss of its expression reduces cell growth and promotes 

differentiation, besides sensitizes cells to DNA damage (43–46). Different resistant tumors 

show high expression of c-Myc and the combination of chemotherapy with c-Myc 

silencing resulted in increased sensitivity, as observed in head and neck cancer, leukemia 

and gastric cancer (47–49). We observed similar results with association of cisplatin and c-

Myc KD. However, combination of c-Myc silencing with CDDP plus VP-16 presented a 

better result, wherein cells were completely eliminated, probably due to the different forms 

of action of these drugs.  

In TGCT, Nanog presents similar expression profile as Oct4 (22,50). Nanog 

overexpression resulted in resistance to cisplatin and other drugs in several types of 

cancers, such as esophageal, head and neck carcinoma, breast and ovary (51–54). Also, it 

regulates the expression of genes associated with resistance, as ABCB1 (ABC family 

members) and MDR1 (51,55). Nanog KD had the most potent sensitizing effect to cisplatin 

among the TFs analyzed int he present study. A similar result was observed in esophageal 

cancer, in which combination of shNanog and CDDP reduced proliferation rates, induced 

apoptosis and also decreased the expression of MDR1 (56,57). Treatment of human ESCs 

with etoposide induced apoptosis dependent of p53 and reduced Nanog expression (58). 

However, we observed resistant to etoposide alone or in combination with cisplatin in 
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teratocarcinoma cells silenced for Nanog, even compared to control cells with the same 

treatment. Several studies also observed the same antagonistic effect when CDDP and VP-

16 were combined in endometrial carcinoma, ovarian carcinoma and lung (59–61). In fact, 

both synergism and antagonism effect can be observed when etoposide and cisplatin were 

combined. The result depended not only of the sequence of drug exposure but also the 

dosage used (59,60). 

Taken together, combination of CDDP with Klf4, c-Myc and Nanog silencing presented 

better results compared to Wt, showing decreased resistance (Fig. 6a); while KD cells 

treated with VP-16 alone presented results similar to control (Fig. 6b). Moreover, 

combination of CDDP and VP-16 with different KD (Oct4#1, Sox2, Klf4 and c-Myc) 

increased even more the sensitivity compared to Wt cells (Fig. 6c).  
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Fig. 6. Evaluation of control and all knockdown (KD) cells with CPD parameters. Comparison of RendCPD 

(Relative end CPD), RTCT (Relative Time to Cross a Threshold) and RPR (Relative Proliferation Rate) 

when a cisplatin (CDDP), b etoposide (VP-16) or c CDDP + VP-16 and KD cells were combined.  

 

In conclusion, combining cisplatin and etoposide with KD of some but not all pluripotent 

genes potentiates the effects of chemotherapies in vitro. Furthermore, strategies to decrease 

expression of Klf4 or c-Myc may be beneficial in increasing the response of cisplatin or 

the combination of cisplatin plus etoposide. 
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Supplementary Table I 

Supplementary Table I. Identity of the shRNA clones used. 
Gene Gene ID Clone ID Cell line name 
Oct4 18999 NM_013633.1-659s1c1 Oct4#1 KD 

NM_013633.1-544s1c1 Oct4#2a KD 
 Oct4#2b KD 

Klf4 16600 NM_004235.3-1716s1c1 Kfl4 KD 
Sox2 20674 NM_003106.2-1060s21c1 Sox2 KD 
Nanog 71950 XM_132755.3-122s1c1 Nanog KD 
c-Myc 17869 NM_002467.4-952s21c1 Myc KD 
GFP - SHC005 Ctl KD 
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DISCUSSÃO  
iPSC apresentam um grande potencial para a medicina regenerativa e 

também quanto as questões éticas devido ao uso de células derivadas de 

embriões. Entretanto, o potencial tumorigênico é considerado o principal 

impedimento para o seu uso [214]. Uma reprogramação celular eficaz necessita 

que a expressão dos TFs seja transitória, uma vez que a manutenção da 

expressão desses fatores, principalmente c-MYC, em uma pequena 

subpopulação de células parece ser a origem desse potencial [215]. Contudo, o 

risco de formação de teratomas diminui com a diferenciação das células 

pluripotentes [32,216]. 

Teratocarcinomas derivam de TCGT malignos e são compostos pela mistura 

de teratomas com células de carcinoma embrionário. Células de teratocarcinoma 

murino P19 são um ótimo modelo para estudo da regulação da tumorigenicidade, 

de iPSC e de diferenciação celular, uma vez que essa linhagem é composta pelas 

ECCs, consideradas a versão maligna das ESCs, que podem originar células 

derivadas dos três folhetos embrionários [24].  

O padrão ouro de tratamento para TGCT consiste na combinação de cisplatina 

(CDDP) com etoposídeo (VP-16) e bleomicina, em que 90 a 95 % dos pacientes 

são curados [217]. No entanto, uma pequena proporção apresenta resistência à 

terapia e o seu mecanismo ainda não está totalmente compreendido [218]. 

Diversos fatores estão envolvidos na resistência à CDDP, mas, especificamente 

em TGCT, algumas vias já foram descritas, como redução na expressão de OCT4 

e falha na indução de proteínas pró-apoptóticas [22]. Resistência ao VP-16 

também já foi descrita e pode ocorrer devido alterações na expressão ou 

atividade da topoisomerase II, em genes da via de reparo por MMR, mas 

principalmente devido à expressão da glicoproteína-P [3,31]. 

No presente trabalho, apresentamos no capítulo I uma revisão sobre o fator de 

transcrição OCT4. Esse gene é um dos TFs mais importantes para a manutenção 

da pluripotência e está envolvido em diversas vias, além de ser altamente 

regulado. No capítulo II e III apresentamos os dados obtidos na investigação entre 

a associação dos diferentes TFs responsáveis pela pluripotência (OCT4, SOX2, 

KLF4, c-MYC e NANOG) com a capacidade de formação de teratomas in vivo e a 
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sua influência na sensibilidade das células após o tratamento com CDDP e VP-16 

in vitro. 

Células selvagem (Wt) e controle do silenciamento (Ctl KD) foram resistentes 

à CDDP 25 µM (Capítulo III – Fig. 1c e 1d). Semelhante aos nossos resultados, 

observou-se células de tumor primário de teratocarcinoma resistentes mesmo 

com o tratamento com 30 µM [16]. No entanto, em células de teratocarcinoma F9, 

apenas 5 µM de CDDP foi suficiente para reduzir a proliferação e induzir 

diferenciação [24]. Esta divergência pode ser explicada uma vez que células P19 

e F9 representam diferentes estágios do desenvolvimento devido ao tipo de célula 

que elas apresentam; em que células P19 assemelham-se ao epiblasto, enquanto 

as células F9 são semelhantes as que formam endoderme extraembrionária [219]. 

Interessantemente, parece que a maioria dos tumores que apresentaram mais 

células indiferenciadas ou ectoderme primitiva foram mais sensíveis ao 

tratamento com VP-16 do que os que apresentaram maior grau de diferenciação 

ao compararmos resultados in vivo (Capítulo II) com in vitro (Capítulo III) . Nossos 

resultados foram compatíveis com o já observado em outras células derivadas de 

teratomas tratados com etoposídeo, em que houve redução dos componentes 

imaturos, sobretudo de tecido neuroepitelial, principal componente de teratomas e 

que apresenta altos índices proliferativos; enquanto que tecidos com 

características mais diferenciadas permanecem inalterados [28]. Assim, essa 

droga exerce o seu efeito principalmente sobre teratomas que apresentam 

grandes áreas de tecido indiferenciado e com elevada taxa de proliferação, ao 

invés dos tecidos diferenciados [28]. Interessantemente, a implantação de células 

cardíacas pré-diferenciadas, derivadas de iPSC de rato tratados com etoposídeo, 

reduziu a formação de teratoma, uma vez que aboliu as células indiferenciadas 

remanescentes [32]. 

No presente trabalho, realizamos o silenciamento, via shRNA, de OCT4, 

SOX2, KLF4, c-MYC e NANOG em células P19 com o intuito de avaliar a 

importância desses fatores na formação e resistência ao tratamento em 

teratomas. Para o silenciamento utilizou-se vetores lentivirais para obter linhagens 

estáveis com expressão reduzida ou ausente desses genes. Essa técnica é 

bastante empregada para esse fim e a utilização desse tipo de vetor permite 
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fornecer uma quantidade significativa de RNA viral para o DNA da célula 

hospedeira, além da capacidade única de infectar células que não se dividem, 

sendo assim, um dos métodos mais eficientes [149]. Também é uma técnica 

altamente específica e eficiente, atuando na degradação de RNA mensageiro, 

assim inibindo a síntese proteica e afetando a atuação do gene alvo [152]. Além 

disso, como o silenciamento via lentivírus é estável e selecionam-se as células 

que receberam o plasmídeo, células silenciada por um determinado tempo são 

capazes de se adaptar à falta daquele gene, além de células em que a deleção foi 

grande demais também podem ser eliminadas durante a seleção [227]. 

Dentre todos os TFs relacionados com pluripotência, OCT4 é o mais 

importante, considerando que a sua ausência ou redução induz diferenciação 

celular, além de diferentes níveis de OCT4 podem controlar o potencial 

oncogênico de ESCs, em que maior expressão correlaciona com um tumor mais 

maligno [36,38]. Além disso, é o principal TF para gerar iPSC e pode ser usado 

como um marcador específico em TGCT, pois está altamente expresso nos 

tumores carcinoma in situ, seminoma e carcinoma embrionário, que apresentam 

características mais indiferenciados; além de estar reduzido ou ausente em 

componentes diferenciados dos tumores tipo não-seminoma [3]. 

Em relação à expressão de OCT4 e resistência, estudos mostram que alta 

expressão desse gene está correlacionado com aumento da resistência e pior 

prognóstico para pacientes (Capítulo I – Tabelas 2 e 3). Entretanto, TCGT é a 

exceção, em que tratamento com cisplatina reduz a expressão e aumenta a 

resistência; e a alta expressão correlaciona com melhor prognóstico (Capítulo I – 

Tabela 2) [51–53]. 

Para o silenciamento de OCT4, utilizamos duas sequências diferentes de 

shRNA (Capítulo III – Tabela Suplementar I), sendo que a segunda sequência 

gerou dois clones com diferente expressão de OCT4 (Capítulo III – Fig. 1a). 

Células OCT4#2a apresentaram uma redução da expressão (Capítulo III – Fig. 

1a), e, in vivo, apresentaram não só células indiferenciadas, mas também 

diferenciadas em cérebro maduro, cartilagem e glândula (Capítulo II – Fig. 1d). 

Além disso, essas células foram resistentes a todos os tratamentos, CDDP e VP-

16 sozinhos ou em combinação (Capítulo III – Fig. 1e). As duas linhagens 
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silenciadas que apresentam redução praticamente completa da expressão de 

OCT4, OCT4#1 e OCT4#2b, foram resistentes apenas à CDDP (Capítulo III – Fig. 

1f e 1g). O mesmo foi observado em outras linhagens de células TCGT, em que 

tumores que expressam baixos níveis de OCT4 correlacionaram com a indução 

de resistência à cisplatina e pior prognóstico em pacientes [51,52]. 

Interessantemente, OCT4#1 e OCT4#2b comportaram-se de maneira diferente in 

vivo; o primeiro apenas apresentou tecidos indiferenciados e ectoderme, 

enquanto que OCT4#2b apresentou células derivadas de todas as camadas 

germinativas (Capítulo II – Fig. 1c e 1e). Esta diferença pode ser devido a 

presença do pseudogene de OCT4 no clone OCT4#2b. O anticorpo utilizado para 

confirmar o silenciamento, sc-5279 (marca Santa Cruz), foi produzido contra a 

sequência N-terminal da proteína, presentes apenas na isoforma OCT4A 

(Capítulo I – Fig. 1); no entanto, alguns dos pseudogenes de OCT4 (OCT4-pg1, 

pg3 e pg4) são altamente homólogos ao OCT4A e compartilham a sequência N-

terminal [220]. Portanto, o anticorpo para OCT4 utilizado neste estudo também 

pode detectar alguns dos seus pseudogenes, e a presença de uma menor banda 

em OCT4#2b, e fracamente presente em Wt e Ctl KD (Capítulo III – Fig. 1a), pode 

ser a presença da expressão do pseudogene. Além disso, pseudogenes podem 

atuar como reguladores de OCT4, tal como esponjas de miRNA protegendo o 

transcrito de OCT4 de ser inibido pelos miRNA (Capítulo I). 

SOX2 é TF membro da família SOX e a principal característica desta família é 

a presença de um domínio de alta mobilidade (HMG) [87]. Esse gene está 

envolvido na manutenção e/ou na proliferação de ESCs, e está expresso nas 

células de neuroepitélio primitivas em teratomas imaturos do sistema nervoso 

central; entretanto, limita-se ao epitélio com origem endodérmica nos teratomas 

maduros [96,97]. Em nosso estudo, células SOX2 KD apresentaram células 

derivadas da ectoderme e mesoderme, e somente uma amostra apresentou 

endoderme (Capítulo II - Fig. 1f). A maior diferença desse silenciamento em 

relação aos demais foi a quantidade de área necrótica presente nos teratomas de 

SOX2 KD, em que quase 50 % do tumor era composto de necrose. 

Resistência à terapia é comumente observada em tumores e diversas vias são 

ativadas com o intuito de corrigir o dano gerado e voltar a proliferar. Um dos 
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genes que está ativado e envolvido com resistência de mama, ovário e glioma é 

SOX2 [112–114]. Entretanto, efeito oposto é visto em TCGT, em que a 

sensibilidade correlaciona com o aumento da expressão de células contendo o 

domínio HMG, como SOX2. Esse domínio reconhece ligações cruzadas 

intracadeia causadas pela cisplatina e liga-se a eles inibindo a ação do reparo via 

NER [3]. Nossos resultados mostraram que as células SOX2 KD foram sensíveis 

ao VP-16, sozinho ou combinado com CDDP em comparação com não-tratados 

(Capítulo III - Fig. 2c). No entanto, somente o tratamento com CDDP o resultado 

foi bastante semelhante às células controles (Wt e Ctl KD), enquanto que com o 

tratamento combinado as células foram mais sensíveis (Capítulo III - Fig. 2d) e 

diminuiu fortemente a velocidade de crescimento (Capítulo III - Fig. 2e). 

Resultados semelhantes foram vistos em células de carcinoma adenóide cístico e 

carcinoma células escamosas de cabeça e pescoço, em que a sensibilidade a 

cisplatina foi pouca ou ausente depois de silenciá-lo [221,222]. 

KLF4 é capaz de promover a autorrenovação de ESCs por ativar diversos 

genes, como NANOG, OCT4 e SOX2; e a sua expressão está envolvida no 

comprometimento de células pluripotentes a diferenciação endodérmica [65,66]. 

Nossos resultados in vivo com células silenciadas para KLF4 foram divergentes 

em relação ao tipo de célula formada, em que observou-se a presença de células 

indiferenciadas, ectoderme e mesoderme (Capítulo II - Fig. 1g). Este resultado 

pode ser explicado pois não foi obtido um silenciamento completo (Capítulo III - 

Fig. 3a) e as células que ainda expressam podem estar evitando a diferenciação 

endodérmica. 

Células KLF4 KD tratadas com CDDP apresentaram maior sensibilidade do 

que as células Wt e Ctl KD tratados (Capítulo III - Fig. 3c). Os resultados foram 

semelhantes aos observados em câncer da mama, carcinoma hepatocelular e 

osteosarcoma, em que os níveis de KLF4 regulam negativamente a sensibilidade 

das células cancerosas à cisplatina [76,78,79]. Além disso, VP-16, isoladamente, 

apresentou resultados semelhantes à CDDP, mas combinando as duas drogas 

houve acentuada redução na taxa de proliferação (Capítulo III - Fig. 3c). 

O aumento da proliferação devido a ausência de KLF4 já foi descrito em 

fibroblastos e observamos nas células de teratocarcinoma um aumento de 20 % 
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da proliferação comparado as células Wt (Capítulo III - Fig. 1c e Fig. 3c) [55]. 

Interessantemente, as células KLF4 KD foram as únicas a aumentar a 

sensibilidade para todos os tratamentos (Capítulo III - Fig. 3c). Assim, o aumento 

na proliferação pode explicar o efeito que os tratamentos tiveram sobre as células 

silenciadas; ou seja, cisplatina e etoposídeo, que atuam em diferentes vias, 

podem atuar melhor por ter mais células em processo de divisão [27]. 

c-MYC é um importante proto-oncogene que regula diversos genes envolvidos 

em vários processos celulares, além de ser utilizado para aumentar a eficiência 

na formação das iPSC [162,164,168,212]. A perda da expressão reduz o 

crescimento celular e promove a diferenciação, além de sensibilizar as células a 

danos no DNA [162,169]. Em ESCs de camundongo, a ausência diminui o 

potencial de autorrenovação e induziu a diferenciação precoce para células das 

três camadas germinativas embrionárias, porém nenhuma célula totalmente 

diferenciada foi observada [223]. Semelhante, em câncer de cólon, a presença de 

c-MYC correlaciona com tumores mais indiferenciados e proliferativos [184]. Nos 

tumores derivados de células c-MYC KD observamos a presença de células 

indiferenciadas, entretanto a maioria do tecido foi composto principalmente de 

neuroectoderme primitiva e endoderme (Capítulo II - Fig. 1h). 

Histologicamente, tumores podem ser classificados por grau que indica o quão 

proliferativo esse tumor pode ser. Essa descrição tem como base a morfologia e 

aparência do tecido tumoral a partir de uma biópsia corada com hematoxilina-

eosina (H&E). Grau 1 (baixo grau), normalmente denominado “bem diferenciado“, 

são tumores que apresentam alta semelhança com as células do tecido de origem 

e, normalmente, crescem de forma mais lenta que os demais graus. Conforme a 

semelhança com o tecido de origem não é encontrada e mais células anormais ou 

com características diferenciadas, maior é o grau tumoral. Tumores de grau II 

(grau intermediário) são denominados “moderadamente diferenciado”. E tumores 

de alto grau, III e IV, denominados “pouco diferenciado“ ou “indiferenciado“, 

respectivamente, apresentam alta proliferação e espalham-se mais rápido 

(https://www.cancer.gov/about-cancer/diagnosis-staging/prognosis/tumor-grade-

fact-sheet acesso: out/2016). Entretanto essa classificação baseia-se somente 

pelas características histológicas e não nas vias moleculares ativadas que podem 
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interferir no tratamento. E um trabalho de 2008 mostrou, pela primeira vez, a 

correlação entre grau tumoral e presença de CSCs, na qual tumores de grau III e 

IV apresentaram alta expressão de NANOG, OCT4, SOX2 e c-MYC [224]. Genes 

responsáveis pela pluripotência como NANOG, OCT4 e SOX2 precisam ser 

finamente regulados e c-MYC aparenta ser, tanto em ESCs quanto em CSCs, um 

dos principais reguladores [202]. 

Diferentes tumores resistentes apresentam elevada expressão de c-MYC, e a 

combinação de drogas quimioterápicas com o seu silenciamento resultou no 

aumento da sensibilidade de diversos cânceres, como de cabeça e pescoço, 

leucemia e câncer gástrico [185–187]. Observamos resultados semelhantes ao 

associar tratamento com cisplatina e c-MYC KD (Capítulo III - Fig. 4c). No 

entanto, obtivemos um melhor resultado ao combinar o silenciamento com CDDP 

mais VP-16, uma vez que as células não foram capazes de proliferar (Capítulo III 

- Fig. 4d). O tratamento com apenas o etoposídeo não alterou a sensibilidade; na 

verdade, foram mais resistentes do que as células controle que também 

receberam VP-16 (Capítulo III - Fig. 4d). 

Em TCGT, NANOG apresenta um perfil de expressão semelhante à OCT4, 

sendo altamente expresso em tumores com características indiferenciadas, mas 

ausente ou baixo em componentes diferenciados de tumores do tipo não-

seminoma; além de ser um dos responsáveis para evitar a diferenciação em 

endoderme nas ESCs [1,3,123,124]. Em nossos resultados in vivo não 

observamos formação de endoderme após a implantação de células sem 

expressão de NANOG, somente a presença de células indiferenciadas e 

neuroectoderme (Capítulo II - Fig. 1i). 

Resistência à cisplatina e outras drogas devido à superexpressão de NANOG 

já foi descrito em vários tipos de cânceres, como esôfago, carcinoma de cabeça e 

pescoço, mama e ovário [127,156,158,159]. Além disso, NANOG regula a 

expressão de genes associados à resistência, ABCB1 e MDR1 [127,157]. 

Demonstramos no presente trabalho, que o tratamento com CDDP inibe a 

proliferação de células NANOG KD (Capítulo III - Fig. 5c), e, ao comparar todos 

os TFs analisados, apenas a ausência de NANOG foi capaz de aumentar a 

sensibilidade à cisplatina (Capítulo III - Fig. 6a). Resultados equivalentes foram 
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observado em câncer de esôfago, em que a combinação de silenciamento e 

CDDP reduziu as taxas de proliferação, induziu apoptose e diminuiu a expressão 

da MDR1 [225,226]. Tratamento de ESCs humanas com etoposídeo induziu 

apoptose dependente de p53 e reduziu a expressão de NANOG [29]. No entanto, 

células de teratocarcinoma silenciadas para Nanog foram resistentes a 

etoposídeo sozinho ou combinado com a cisplatina, mesmo em comparação com 

as células controle com o mesmo tratamento (Capítulo III - Fig. 5d), possivelmente 

o resultado controverso deu-se ao fato de que as ESCs, uma vez que são células 

normais, são mais sensíveis a drogas comparadas com células tumorais. 

Assim, combinação de CDDP com o silenciamento de KLF4, c-MYC e NANOG 

exibiu melhores resultados em comparação com as células Wt, apresentando 

menor resistência (Capítulo III - Fig. 6a); enquanto que as células silenciadas 

tratadas com somente etoposídeo apresentaram resultados semelhantes ao 

controle (Capítulo III - Fig. 6b). Além disso, a combinação de cisplatina e 

etoposídeo com diferentes silenciamentos (OCT4#1, SOX2, KLF4 e c-MYC) 

aumentou ainda mais a sensibilidade em comparação com células Wt (Capítulo III 

- Fig. 6c).  
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PERSPECTIVAS 
 

Realizar estudo in vivo com as células silenciadas juntamente com os 

tratamentos mais eficientes. 

Silenciar dois ou mais fatores nas células de teratocarcinoma e caracterizar as 

células in vivo, além de analisar resposta ao tratamento in vitro e in vivo. 
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CONCLUSÕES 
 

Nesse trabalho observamos que o silenciamento isolado dos fatores de 

transcrição não foi suficiente para impedir a formação de teratomas. E,  a 

ausência / redução de OCT4 e SOX2 foi capaz de induzir tumores mais 

diferenciados, justamente os dois genes mais importantes para manter a célula 

com características pluripotentes. 

Além disso, tratamento mais efetivo para TCGT foi a combinação das drogas, 

cisplatina e etoposídeo, com o silenciamento de genes de pluripotência, exceto 

para Nanog. E reduzir a expressão de KLF4 ou c-MYC pode ser uma estratégia 

para aumentar a sensibilidade à quimioterapia em TCGT.  
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