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O Linfoma de Burkitt (LB), subtipo de linfoma não Hodgkin B (LNH-B) mais frequente na infância, é caracterizado como uma neoplasia hematológica altamente agressiva. A superexpressão do oncogene c-MYC é o principal evento conhecido na patogênese do LB. No entanto, recentemente, foi 
relatado que c-MYC regula a expressão de vários micro-RNAs (miRNAs). Os miRNAs podem regular a expressão de proteínas que controlam a proliferação, sobrevivência e morte celular, como os miRNAs da família miR-34. A família miR-34 é ativada por p53 e pode induzir a apoptose e/ou inibir a 
progressão do ciclo celular, levando a inativação de vários proto-oncogenes que atuam na via de TP53 incluindo: c-MYC e CDK6, além de inibir a expressão da proteína anti-apoptótica, BCL-2. Vários estudos têm relatado o papel da família miR-34 em malignidades linfoproliferativas, correlacionando 
a baixa expressão de miR-34b/c à metilação do DNA. Entretanto, pouco se sabe sobre o papel da família miR-34 no LB. Sendo assim, nossa proposta de estudo é avaliar os efeitos da utilização de agente demetilante de DNA na expressão dos miR-34b/c em linhagens de linfoma B com diferentes perfis 
de mutação no gene TP53 e seu efeito na resposta a quimioterápicos. Sendo assim, pretendemos contribuir para um melhor entendimento do papel família miR-34 no LB e na elucidação de possíveis alvos terapêuticos, uma vez que a utilização de agentes demetilantes de DNA parece ser uma 
estratégia promissora para o tratamento do câncer.

v? Identificar o status de metilação do miR-34b/c nas linhagens de linfoma de Burkitt: Ramos e Raji que 
apresentam TP53 mutado e na linhagem P493-6, TP53 selvagem;

v? Quantificar os níveis relativos de expressão dos miR-34b/c e das enzimas DNA metil transferases (DNMT1 e 
DNMT3b) após o tratamento das linhagens com agente demetilante de DNA;

v? Avaliar os efeitos da utilização do agente demetilante de DNA na proliferação, no ciclo celular e na indução de 
morte celular nas linhagens;

v? Avaliar os alvos do miR-34b/c envolvidos na regulação da morte celular, Bcl-2 e c-MYC e no ciclo celular, CDK6, 
mediante o tratamento com o agente demetilante de DNA;

v? Avaliar os efeitos na viabilidade e na indução de morte celular da combinação do agente demetilante de DNA 
com quimioterápicos (Cisplatina e Etoposideo) utilizados no tratamento do LB nas linhagens celulares.

v

v? PCR de Metilação Específica (MSP) para identificação do status de metilação de miR-34b;
v? Incubação de linhagens celulares com 5-aza-2-deoxycytidine (Decitabina) (Sigma);
v? Quantificação dos níveis de miR-34b e RNAm de p16 por PCR em Tempo Real (RT PCR);
v? Análise de expressão protéica por Wetern Blotting (WB);
v? Proliferação, viabilidade e análise de ciclo celular por ensaio de MTT, ensaio de exclusão por azul de tripan e 

citometria de fluxo;
v? Análise estatística pelo Teste Anova e p<0,05 sendo considerado estatisticamente significante

? Linhagens celulares LB: Ramos, Raji (TP53 mutante) e P493-6 (TP53 selvagem);

Figura 1: Status de metilação de miR-34b. As amostras amplificadas pelo 
ensaio PCR-MSP foram submetidas à corrida eletroforética em gel de 
agarose 2%. Observa-se a amplificação das reações específicas para região 
metilada(M) em todas as linhagens celulares: Ramos, Raji, BL41, SUDHL4 e 
P493-6. Nas linhagens Ramos e BL41 nota-se amplificação das reações 
específicas para região não metilada (U).

Figura 2: Análise de percentagem de células viáveis mediante uso de 
decitabina. Através de ensaio de MTT a percentagem de células viáveis (eixo y) 
de cada linhagem celular foi analisada nos intervalos de 24h, 48h, 72h sob 
tratamento com diferentes concentrações de decitabina (eixo x). As linhagens 
celulares analisadas foram Raji (A), Ramos (B) e P493-6 (C). Gráfico 
representativo da média e erro padrão de 3 experimentos independentes. 
Cada concentração foi avaliada em cinco réplicas.

Figura 5: Análise de expressão de miR34-b nas linhagens celulares P493-6 e Ramos. Após realização de PCR em Tempo Real, obteve-se amplificação de miR34-b nas 
linhagens Ramos e P493-6. A análise quantitativa da expressão relativa de miR34-b na linhagem P493-6 foi feita nos intervalos de tempo de 24h e 48h em que o 
gráfico apresenta em seu eixo y o valor de expressão do gene e o eixo x apresenta o intervalo de tempo em que as células foram submetidas à 1 µM de decitabina.

Figura 4: Análise quantitativa de expressão de RNAm do gene p16. Análise realizada nas linhagens celulares Ramos e P493-6 através de ensaio de PCR em Tempo 
Real em que se observa gráfico cujo eixo y apresenta o valor de expressão de RNAm e o eixo x apresenta o tempo em que as linhagens foram submetidas ao 
tratamento com decitabina. Gene TBP foi utilizado como controle endógeno.

Figura 10: Número de células viáveis após tratamento com decitabina. Número de 
células viáveis foi determinado pelo ensaio de exclusão por azul de tripan. O eixo y 
representa o número de células e o eixo x representa o tempo de incubação das 
linhagens celulares Ramos (A) e Raji (B) com decitabina.

CONCLUSÃO PARCIAL
Pode-se concluir que a região promotora de miR-34b é regulada por metilação sendo um mecanismo reversível 
através do uso do agente demetilante em linhagens celulares de Linfoma de Burkitt. O agente demetilante 
restaurarou a expressão de miR-34b, diminuindo a expressão de seus alvos. Nossos resultados podem contribuir 
para um melhor entendimento do papel de miR-34 na patogênese de LB e possui potencial implicação 
terapêutica.
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Figura 7:  Análise de ciclo celular das linhagens 
celulares Ramos e Raji após tratamento com 
decitabina. Os intervalos de tempo de 
incubação com decitabina foram 24h e 48h. As 
análises foram cetadas em 10.000 eventos. (A) 
C ic lo -ce lu lar  representat ivo  de  um 
experimento. (B) Percentagem damédia de 3 
experimentos independentes.

Figura 8: Análise de fragmentação de DNA 
nas linhagens Ramos e Raji tratadas com 
1µM de Decitabina por 24h e 48h. É 
observado um aumento de fragmentação 
de DNA nas células tratadas em comparação 
com as células controles em ambas as 
linhagens celulares. (A) Análise de 
fragmentação de DNA representativa de um 
experimento. (B) Porcentagem da média de 
3 experimentos independentes.

Figura 9: Análise de expressão de pró-caspase 9. A redução dos níveis de 
pró-caspase 9 é observado nas células tratadas da linhagem Ramos em 24h 
e 48h. Na linhagem Raji não observa-se redução de expressão de pró-
caspase 9 e na linhagem P493-6 uma redução discreta de expressão de pró-
caspase 9 é observada em ambos os intervalos de tempo. HSC70 foi 
utilizado como constitutivo.

Figura 6: Análise de expressão proteica dos alvos de miR-34b. 
Observa-se redução dos níveis protéicos dos alvos de miR34-b 
(MYC e CDK6) e de DNMT1 nas amostras tratadas com 1µM de 
decitabina em comparação às amostras controles das linhagens 
celulares Ramos e Raji. Não houve alteração dos níveis proteicos 
de MYC, CDK6 e DNMT1 nas amostras da linhagem celular P4936. 
Os níveis proteicos de BCL2 apresentam-se diminuídos somente 
nas amostras tratadas de P4936 após 48h de tratamento com 
decitabina. Não detectou-se na linhagem Ramos expressão 
proteica de BCL2. HSC70 e Actina foram utilizados como 
constitutivos.

Figura 3: Status de metilação após tratamento com decitabina por MSP. A 
linhagem celular Ramos foi submetida ao tratamento com 0,125nM e 
1µM, enquanto a linhagem celular Raji foi tratada com 2µM de 
decitabina. A amostra de DNA de plasma de um doador saudável foi o 
controle positivo da amplificação da reação não metilada. As amostras 
amplificadas em PCR-MSP foram submetidas à corrida eletroforética em 
gel de agarose 2%.


