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O Linfoma de Burkitt (LB), subtipo de linfoma nao Hodgkin B (LNH-B) mais frequente na infancia, é caracterizado como uma neoplasia hematoldgica altamente agressiva. A superexpressao do oncogene c-MYC é o principal evento conhecido na patogénese do LB. No entanto, recentemente, foi
relatado que c-MYC regula a expressado de varios micro-RNAs (miRNAs). Os miRNAs podem regular a expressao de proteinas que controlam a proliferacao, sobrevivéncia e morte celular, como os miRNAs da familia miR-34. A familia miR-34 é ativada por p53 e pode induzir a apoptose e/ou inibir a
progressao do ciclo celular, levando a inativacao de varios proto-oncogenes que atuam naviade TP53 incluindo: c-MYC e CDK®6, além de inibir a expressao da proteina anti-apoptoética, BCL-2. Varios estudos tém relatado o papel da familia miR-34 em malignidades linfoproliferativas, correlacionando
a baixa expressdao de miR-34b/ca metilacdo do DNA. Entretanto, pouco se sabe sobre o papel da familia miR-34 no LB. Sendo assim, nossa proposta de estudo é avaliar os efeitos da utilizacdo de agente demetilante de DNA na expressdo dos miR-34b/c em linhagens de linfoma B com diferentes perfis
de mutacao no gene TP53 e seu efeito na resposta a quimioterapicos. Sendo assim, pretendemos contribuir para um melhor entendimento do papel familia miR-34 no LB e na elucidacao de possiveis alvos terapéuticos, uma vez que a utilizacao de agentes demetilantes de DNA parece ser uma
estratégia promissora para o tratamento do cancer.
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Linhagens celulares LB: Ramos, Raji (TP53 mutante) e P493-6 (TP53 selvagem);

PCR de Metilacao Especifica (MSP) paraidentificacao do status de metilacao de miR-34b;
Incubacao de linhagens celulares com 5-aza-2-deoxycytidine (Decitabina) (Sigma);
Quantificacao dos niveis de miR-34b e RNAmM de p16 por PCR em Tempo Real (RT PCR);

< ldentificar o status de metilacdo do miR-34b/c nas linhagens de linfoma de Burkitt: Ramos e Raji que
apresentam TP53 mutado e nalinhagem P493-6, TP53 selvagem;

% Quantificar os niveis relativos de expressao dos miR-34b/c e das enzimas DNA metil transferases (DNMT1 e
DNMT3b) apds o tratamento das linhagens com agente demetilante de DNA;

» Avaliar os efeitos da utilizacao do agente demetilante de DNA na proliferacao, no ciclo celular e nainducao de Analise de expressao protéica por Wetern Blotting (WB);
morte celular naslinhagens; Proliferacao, viabilidade e analise de ciclo celular por ensaio de MTT, ensaio de exclusao por azul de tripan e

< Avaliar os alvos do miR-34b/c envolvidos na regulacao da morte celular, Bcl-2 e c-MYC e no ciclo celular, CDKS6, citometria de fluxo;
mediante o tratamento com o agente demetilante de DNA,; % Analise estatistica pelo Teste Anova e p<0,05 sendo considerado estatisticamente significante

< Avaliar os efeitos na viabilidade e nainducao de morte celular da combinacao do agente demetilante de DNA
com quimioterapicos (Cisplatina e Etoposideo) utilizados no tratamento do LB nas linhagens celulares.
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Figura 4: Anadlise quantitativa de expressao de RNAm do gene p16. Analise realizada nas linhagens celulares Ramos e P493-6 através de ensaio de PCR em Tempo Ramos Raji PA93-6
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Figura 5: Andlise de expressdao de miR34-b naslinhagens celulares P493-6 e Ramos. Apds realizacao de PCR em Tempo Real, obteve-se amplificacao de miR34-b nas
linhagens Ramos e P493-6. A analise quantitativa da expressao relativa de miR34-b na linhagem P493-6 foi feita nos intervalos de tempo de 24h e 48h em que o
grafico apresenta em seu eixoy o valor de expressdao do gene e o eixo x apresenta o intervalo de tempo em que as células foram submetidasa 1 uM de decitabina.
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