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RESUMO

Tese de Doutorado

Marcela Cristina da Silva Robaina

O Linfoma de Burkitt (LB), subtipo de linfoma ndo Hodgkin B mais frequente na infancia, é
uma neoplasia hematoldgica altamente agressiva. A assinatura molecular é a translocacéo
(8;14) ou suas variantes: t(2;8) e t(8;22). Ambas as translocacdes envolvem o proto-oncogene
c-MYC que quando translocado é expresso constitutivamente, caracterizando a principal
alteracdo conhecida no LB. Atualmente, tem sido demonstrado que c-MYC regula a
expressao de varios miRNAs, dentre eles o cluster de miR-17-92 e a familia miR-34, entre
outros. Neste contexto, o balango entre c-MYC e miRNAs parece ser critico para a
patogénese do LB e necessita ser melhor elucidado. Nesse estudo avaliamos a expressao dos
miRNAs regulados por c-MYC (cluster 17-92: miR-17, miR-19a/b, miR-20a, miR-92a e da
familia miR-34) em 57 amostras tumorais de LB pediatrico. Adicionalmente, avaliamos a
correlacdo entre os niveis de miR-17, miR-19a/b, miR-20a e miR-92a e a expressdo de um
dos seus principais alvos, a proteina pré-apoptotica BIM. Foi observado que niveis elevados
do miR-17 e miR-20a estavam associados com a auséncia da expressédo de BIM (p<0,001).
Em sequéncia, observamos que o aumento do miR-17 estava fortemente correlacionado com
uma sobrevida global (SG) inferior (p=0,007). A analise multivariada revelou também que
miR-17 foi um preditor significativo de SG encurtada. A inibicdo do miR-17 em linhagem de
LB resultou em aumento da proteina BIM, reforcando o papel deste miRNA na regulacdo de
BIM. Em relacdo aos miR-34a, miR-34b e miR-34c foram observados baixos niveis de
expressdo em amostras tumorais. Como esta familia de miRNAs pode ser regulada por
metilacdo investigamos se 0 miR-34b estaria sendo reprimido através da metilacdo do DNA.
Entdo foi analisado o efeito do agente demetilante 5-aza-2-deoxycytidine (decitabina) na
expressao do miR-34b em células do LB. Nas linhagens BL41, Daudi e Raji verificou-se um
aumento do miR-34b em todas as concentracdes de decitabina. Em seguida, detectamos que 0
tratamento promoveu uma diminuicdo de RNAm de ¢c-MYC nas linhagens Daudi e Raji de
0,83 e 1,4 vezes, respectivamente, reforcando a existéncia de uma alca de regulagéo
envolvendo mi-R34b e c-MYC. Além disso, avaliamos se a estabilizacdo proteica de c-MYC
utilizando um inibidor de GSK3p (CHIR 99021), alterava a expressdo dos miRNAs regulados
por c-MYC em linhagens de LB. Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa na
expressdao dos miR-17, 20a e 92a nas linhagens, o tratamento com o inibidor de GSK3f
alterou a localizacdo subcelular da proteina DROSHA, envolvida no processamento dos
miRNAS, sugerindo que a atividade de GSK3p ¢é necessaria para 0 processamento dos
miRNAs. Em conclusdo, nossos dados sugerem que as alteragdes na expressédo dos miRNAs
(miR-17, 19a, 19b, 20a, 92a, 34a, 34b e 34c) sdo um evento frequente na patogénese do LB.
A expressdao aumentada do miR-17 provavelmente esta associada com um pior desfecho no
LB pediatrico. As observagdes referentes aos miR-34s no LB necessitam futuras analises com
ensaios funcionais de forma a contribuir para melhor compreensao desta familia de miRNAs e
seus alvos na patogénese do LB.

Palavras-chaves: Linfoma de Burkitt, c-MYC, miR-17-92, familia miR-34, sobrevida global
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Marcela Cristina da Silva Robaina

Burkitt lymphoma (BL) is highly aggressive subtype of B-non-Hodgkin more frequent in
childhood and associated with the translocation (8, 14) or its variations: t(2, 8) or (8, 22). The
proto-oncogene c-MYC is involved in all translocations and it is juxtaposed to Igs gene
enhancers being expressed constitutively. It has been demonstrated that c-MYC regulates a
large number of miRNAs, including the cluster miR-17-92 and miR-34 family. Thus, the
balance between Myc and miRNAs may be critical to the BL pathogenesis and needs further
elucidation. In this study, we investigated miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20 and miR-92a
expression levels in a series of 57 BL tumor samples. In addition, pro-apoptotic BIM protein
expression was evaluated and then compared to miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20 and
miR-92a levels, and patient outcomes. We found that upregulated expression of miR-17, and
miR-20a correlates with lack of pro-apoptotic BIM protein expression (p<0.001). Patients
bearing tumors with upregulated miR-17 displayed decreased overall survival (OS) (p=
0.007). Moreover, the multivariate analysis revealed that miR-17 was a significant predictor
of shortened OS. Using hairpin inhibitor we showed that inhibition of miR-17 resulted in
enhanced BIM expression in a BL cell line, suggesting the involvement of this miRNA in the
regulation of BIM protein. Besides, low expression levels of miR-34a/b/c were observed in
BL tumor samples. Next, we evaluated whether these miRNAs were suppressed by DNA
methylation. So, we analyzed the effect of demethylant agent 5-aza-2-deoxycytidine
(decitabine) on miR-34 expression levels in BL cell lines. We observed an increase of miR-
34b levels in BL41, Daudi and Raji cell lines in all decitabine concentrations. Then, we also
detected that the treatment with higher concentration of decitabine resulted in the c-MYC
MRNA reduction in Daudi and Raji (0.83 and 1.4 times, respectively). In addition, we
evaluated whether c-Myc protein stabilization using a GSK3p inhibitor (CHIR 99021) could
alter the expression of miRNAs regulated by c-MYC in BL cell lines. Even though no
significant difference in miR-17, 20a and 92a expression levels have been observed, the
treatment with GSK3p inhibitor modified the Drosha subcellular localization, suggesting that
GSK3p activity is required for miRNAs processing. In conclusion, we described that
alterations in the expression of miRNA levels (miR-17, 19a, 19b, 20a, 92a, 34a, 34b and 34c)
are a frequent event in BL pathogenesis. Increased miR-17 expression is associated with a
worse outcome in pediatric BL. Further functional assays are required in order to understand
the role of miR-34 family in BL pathogenesis.

Keywords: Burkitt Lymphoma; c-MYC miR-17-92; miR-34 family; overall survive.
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1 INTRODUCAO

1.1 Linfoma n&o Hodgkin B na Infancia e Adolescéncia

Os Linfomas ndo Hodgkin B (LNH-B) compreendem um grupo heterogéneo de
neoplasias linféides originadas através de varias alteracdes moleculares durante o
processo de diferenciagdo do linfocito B, podendo ocorrer expanséo clonal destas células
em diferentes estagios de sua maturacdo. A classificacdo dos subtipos de LNH-B tem
como base a contrapartida da célula normal e as alteracbes genéticas e moleculares
detectadas em cada subtipo. Geralmente as transloca¢cdes cromossémicas que ocorrem
durante diferentes etapas da diferenciacdo da célula B s&o reconhecidas como o evento
inicial da transformacdo maligna dessas células. (NOGAI et al., 2011).

Os LNH-B na infancia correspondem a 10% das neoplasias nesta faixa etaria
(GUALCO et al., 2010). Nas ultimas décadas tem sido demonstrado um aumento da
incidéncia dos LNH principalmente em adultos (CLARKE et al., 2006). N&o é totalmente
conhecido ainda o motivo deste aumento, mas acredita-se que possa estar associado ao
aumento da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ou por
imunossupressao decorrente do aumento do ndmero de realizacdo de transplantes de
orgaos solidos (BORNKAMM et al., 2009).

Os LNH-B da infancia e adolescéncia apresentam-se bastante diferentes daqueles
que acometem os adultos em relacdo a prevaléncia dos subtipos histolégicos,
comportamento biol6gico, tratamento e ao desfecho clinico. Em individuos adultos os
linfomas geralmente sdo de baixo e intermediario grau de malignidade predominando o
linfoma difuso de grandes células B (LDGC-B), enquanto que em criangas, sdo quase
exclusivamente linfomas de alto grau de malignidade (SANDLUND et al., 1996). Na
infancia o subtipo mais frequente de LNH-B é o Linfoma de Burkitt (LB), representando
cerca de 50% dos casos, seguido do LDGC-B (BURKHARDT et al., 2011). Tanto o LB
guanto o LDGC-B sdo linfomas derivados de um linfécito B do centro germinativo e

apresentam caracteristicas clinicas semelhantes na infancia.



1.2 Linfomma de Burkitt

O LB foi descrito em 1958 por Denis Burkitt na Africa ao observar criancas com
rosto disforme e, em alguns casos, com uma massa tumoral no abdémen (BURKITT et
al.,1958). A incidéncia deste tumor é maior em regides onde a malaria € endémica como
a Africa equatorial. A taxa de incidéncia nesta regido é de 5-10/100.000 criancas e
representa cerca de 70% dos tumores da infancia (van den BOSCH, 2004). Nos Estados
Unidos e outras regides como Europa, a incidéncia é 50 vezes menor, e por isso sdo
consideradas regides de baixo risco (FERRY, 2006). J& no Brasil, os dados
epidemioldgicos referentes ao LB mostram uma incidéncia muito semelhante aquela
observada nas regifes nao endémicas como Estados Unidos e Europa (SANDLUND et
al., 1997; KLUMB et al., 2003 OLIVEIRA FERREIRA et al., 2012).

A alta incidéncia do tumor na regido da Africa levou os pesquisadores a
procurarem por uma associagcado com um agente causal. Desse modo, em 1964, Epstein e
colaboradores identificaram o virus denominado de Virus Epstein-Barr (EBV) em cultura
de células de bidpsia de pacientes com LB (EPSTEIN et al., 1964). No entanto, a
associacdo do EBV com o tumor pode variar de 10% a 98% de acordo com a regido
geogréfica. Os mecanismos de participacdo do EBV na génese do tumor ainda ndo foram
totalmente elucidados (BORNKAMM, 2009). Sabemos até 0 momento que 0 virus ndo é
um causador do LB, mas pode sim contribuir para sua patogénese especialmente na Africa

Equatorial atuando como um importante co-fator em associa¢do com a malaria.
1.2.1 Variantes clinicas do LB

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sdo descritas trés
variantes clinicas para o LB com base na incidéncia e localizacdo geografica. A

caracterizacdo de cada subtipo é mostrada a seguir:

e Endémico — relacionados aos casos originados na regido da Africa Equatorial e
da Papua Nova Guiné, ou seja, regido onde a Malaria é endémica e o tumor
também é a neoplasia mais frequente. Acomete sitios extranodais como a regiao

mandibular e orbita, e com menor frequéncia a regido do abdémen e os 6rgéos do



sistema enddcrino como ovario (JAFFE et al., 1999). Usualmente esta associado
ao EBV, 98% dos casos (BRADY et al., 2008).

e Esporadico — denominag&o para os casos que ocorrem fora da Africa e tém baixa
incidéncia (FERRY, 2006). Os pacientes também apresentam acometimento
extranodal, porém a regido mais acometida ¢ a abdominal podendo também
ocorrer envolvimento de medula dssea (SANDLUND et al., 1996). Em geral,
esses casos apresentam uma baixa associacdo com o EBV (5-10%). No entanto,
no Brasil, a associacdo tem sido mais elevada e varia com a regido geografica. No
estado da Bahia foi relatada uma associagdo com o virus de quase 90% (ARAUJO
et al., 1996). No estado do Rio de Janeiro nosso grupo também demonstrou uma
frequéncia elevada, variando de 60%-70% (KLUMB et al., 2003; HASSAN R et
al., 2008).

e Associado a imunodeficiéncia — principalmente observado em pacientes
portadores do HIV. Em geral, o tumor desenvolve-se antes que uma severa
imunossupressdo seja detectada coincidindo com o inicio da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (KNOWLES, 2003). A frequéncia de
associacdo ao EBV nestes casos € de 30 a 40%. Esta variante, normalmente,
acomete linfonodos, regido abdominal, medula éssea e sistema nervoso central
(POWLES et al., 2000).

Os linfomas, inclusive o LB, também podem ser associados a imunossupressao
em individuos submetidos a transplante de 6rgédos, sendo diagnosticados tardiamente a
realizacdo do transplante, aproximadamente 4,5 anos apds o procedimento (GONG et al.,
2003). A maioria desses pacientes foram submetidos a transplante de 6rgaos sélidos,
sendo um evento mais raro apés transplante de medula 6ssea (GONG et al., 2003). Dados
da literatura sugerem que o EBV tenha um papel importante na patogénese desses
linfomas, pois ha uma frequéncia elevada de associacdo do EBV detectado no tumor e no
plasma desses pacientes (XICOY et al., 2003; MACHADO et al., 2008).



1.2.2 Caracteristicas Histopatologicas e Imunofenotipicas do LB

Todas as formas do LB apresentam similaridade histopatologica e séo originadas
de linfécitos B maduros (GEMMA & RICKINSON, 2007). O LB é caracterizado por um
elevado indice mitdtico, acompanhado também de apoptose celular observada pela
presenca de macrofagos tissulares que mostram restos nucleares (MITCHELL et al.,
2005). O alto indice mitético € indicado pela elevada expressdo do antigeno Ki67,
marcador de proliferacdo celular, presente em mais de 95% das células do LB (GEMMA
& RICKINSON, 2007). Os macrofagos aparecem intercalados com as células tumorais
proporcionando, microscopicamente, um aspecto de céu estrelado, uma particularidade
do LB (Figura. 1.1). As células do LB apresentam morfologia uniforme, de tamanho
médio e com ndcleo circular, apresentando varios nucléolos e uma quantidade moderada
de citoplasma (FERRY, 2006). Trata-se de um tumor de células B mais diferenciadas que
expressam em sua superficie IgM (WIELS et al., 1982), marcadores de célula B como:
CD19, CD20, CD22 e marcadores do centro germinativo como: CD10 e BCL6 (BLUM
et al., 2004).

Figura 1.1: Histopatologia do LB. Em (A) caracteristica de “céu estrelado” do tumor. As setas
mostram macrofagos fagociticos (x200). Em (B) Imunomarcagéo da expressao do antigeno Ki67,
marcador de proliferacdo celular, mostrando uma forte expresséo nuclear caracteristica do alto
indice de proliferacao das células do LB (x400). Adaptado de HECHT, 2000.



1.2.3 Caracteristicas Clinicas e Tratamento dos LNH-B

A maioria dos tumores aparece localizada em algum sitio extraganglionar. Os
sitios acometidos vdo depender da variante do LB. Na forma endémica, observa-se
acometimento mandibular e maxilar e também se observa uma preferéncia pelo
comprometimento de drgdos abdominais como: rim, ovarios e trato gastrointestinal,
podendo também acometer o sistema nervoso central e regido para-espinhal
(MAGRATH, 1997; DIEBOLD, 2001). J4 no LB esporadico, o local preferencial é o
abdomen, especialmente a regido ileocecal, e apenas 14% dos pacientes apresentam
acometimento de mandibula que, normalmente, também estd associado ao
comprometimento da medula éssea (MAGRATH, 1997; DIEBOLD, 2001).

O estadiamento dos pacientes é realizado segundo o sistema St Jude que foi
descrito por Murphy em 1980 para LNH pediatricos. De acordo com alguns parametros
o0s pacientes sdo classificados de | a IV dependendo da localizacdo da doenca. Os estagios
| e 1l se referem a doenca limitada e |1l e IV & avangada (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: Sistema de Estadiamento dos LNH pediatricos (St. Jude)

Estagio Sitios Acometidos

I Tumor Unico (nodal ou extranodal)

Duas ou mais areas nodais do mesmo lado do diafragma

I . . ,
Doenga intra abdominal completamente ressecavel

Duas ou mais areas nodais em lados opostos ao diafragma
Tumor intratoracico

Doenca abdominal localizada e ndo ressecavel

Tumores paraespinhal ou epidural

v Qualquer um acima com acometimento do sistema nervoso central e/ou medula
Ossea

Adaptado de LINCH, 2012.

A resposta inicial ao tratamento € o fator preditivo de resposta ao tratamento mais
importante, uma vez que pacientes que atingem menos de 20% de redugéo da doenca na

primeira fase do tratamento apresentam uma sobrevida livre de eventos em torno de 30%



(PATTE et al, 2007). Alteracdes citogenéticas evolvendo, ganho de 7g ou delecdo 13q,
também tém sido associadas a uma menor sobrevida (POIREL et al, 2009; NELSON et
al, 2011). O prognostico da doenca é determinado de acordo com a carga tumoral que €
avaliada pelo estadio da doenca, nivel da enzima lactato desidrogenase (LDH), e pelo

acometimento de medula 6ssea e sistema nervoso central (PATTE, 1998).

A enzima LDH ¢ o Unico marcador biolégico utilizado no LB, porém tem baixa
especificidade uma vez que pode estar aumentada em outras neoplasias, como cancer de
pulmdo, mama e em outras alteragdes patologicas como infarto do miocérdio,
pneumopatias, pancreatite, dentre outras (JURISIK, 2015). Altos niveis de LDH estao
relacionados ao efeito Warburg que se refere a capacidade da célula tumoral de produzir
acido latico mesmo em condicdes aerdbicas. Sendo assim, as células tumorais realizam a
glicolise anaerdbica, convertendo piruvato a lactato mesmo na presenca de oxigénio,
aumentado os niveis de LDH, enzima que catalisa esta reacdo. Contudo, concentracdes
elevadas de LDH também podem ser decorrentes da ativacdo transcricional de LDH-a por
c-MYC (SHIM, 1997).

O tratamento do LB é considerado uma emergéncia oncologica, sendo necessario
rapido diagnostico e determinacdo do estdgio, para planejamento e inicio da terapia
(PATTE, 2003), uma vez que o tumor tem um elevado indice de proliferacdo, podendo
dobrar de tamanho em até 24 horas (DIEBOLD, 2001). Atualmente, também se utiliza a
estratificacdo em grupo de risco de acordo com dois grandes grupos: Francés, Americano,
Briténico (FAB) e Berlin—Frankfurt-Munster (BFM) o que vem sendo responsavel pelo
aprimoramento no tratamento resultando em um aumento na sobrevida global dos
pacientes (Figura. 1.2) (MILES et al., 2012). No inicio da década de 80 (ANDERSON et
al., 1983), o esquema de tratamento foi reformulado e introduzida uma terapia intensiva
e de curta duracdo o que resultou em excelentes resultados com taxas de cura de até 90%
para os grupos de baixo risco (REITER et al., 1999; PATTE, 2001).



Berim-Frankfurt-Munster (BFM) Francé s-Americano-Britanico (FAB)
Baixo Risco|R1 Grupo A
55 : Estagio | ressecavel
Estagio | ou ll, completamente ressecavel Extiesa Il ShERE s Avel
R2
Estéagio | ou ll, ndo ressecavel
Estagio lll com LDH=<500 U/l Grupo B
Todos os pacientes,
R3 exceto Grupo Aou C
Estagio Ill com =500 LDH <1000 U/l ou
Estagio IV com LDH<1000 sem comprometimento do SNC
R4 Grupo C
Alto Risco |Estagio llf ou IV com LDH = 1000 U/ Doenca ha medula éssea e/ou
com ou sem comprometimento do SNC Envolvimentos do SNC

Figura 1.2 Estratificacdo por grupo de risco para o LB. Adaptado de WAXMAN, 2011.

O tratamento convencional dos LNH-B na infancia e adolescéncia consiste em
quimioterapia de alta intensidade e curta duragdo, com o objetivo de atingir as células de
crescimento rapido com periodo de duplicagdo menor que 24 horas. Elevadas doses de
metotrexato, citarabina e ciclofosfamida juntamente com vincristina, antraciclinas,
etoposideo e corticosterdides sdo as drogas mais efetivas no LB e LDGC-B (PATTE,
2001). Porém esta terapia gera efeitos colaterais importantes como mucosite severa,
toxicidade hematoldgica, e efeitos tardios como doencas cardiacas e infertilidade
(PATTE, 2007). No Instituto Nacional de Cancer o protocolo utilizado é baseado nos
protocolos do grupo BFM 86/90 (Berlin-Frankfurt-Munster) (REITER et al., 1995; 1999)
adaptados para as condi¢des e co-morbidades detectadas ao diagnéstico (KLUMB et al.,
2004).

1.3 Patogénese do LB

1.3.1 O papel do EBV no LB

Em 1964, Epstein e colaboradores identificaram um virus nas células do LB e
entdo nomearam de Epstein-Barr virus (EBV). Este foi o primeiro virus descrito

associado a patogénese tumoral em humanos, sendo entdo classificado como um virus
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oncogénico (BURKITT, 1983). O EBV é um gama-herpesvirus pertencente a familia
herpesviridae e é amplamente distribuido pelo mundo. Aproximadamente 95% da
populacdo j& foi infectada pelo EBV, porém a maioria teve a infeccdo de forma
assintomatica (BRADY et al., 2008). Os linfdcitos B séo o alvo da infeccdo que € do tipo
latente isto €, sem replicagcdo viral (MITCHELL et al., 2005). Diversos estudos tém
relatado que as proteinas do EBV estdo associadas com a transformacdo maligna,
desregulando os sinais normais de proliferagdo e sobrevivéncia em células com infeccéo
latente (MANET et al., 1998; BAUMFORTH et al., 1999). A identificacdo do genoma
do EBV em todas as células tumorais possibilitou concluir que a infeccdo pelo EBV é
monoclonal e precede, ou ocorre concomitantemente a transformacdo maligna da célula
B. Dessa forma, a ideia de que o virus exerce um importante papel na génese do tumor é
reforcada (BRADY et al., 2008). No entanto, estudos sugerem que fatores adicionais
também possam estar envolvidos no potencial cancerigeno do EBV. Infec¢Ges como a
malaria, HIV e o estado de imunodepressao aumentam o numero de células B infectadas
pelo EBV (KLUMB, 2001).

A maneira pela qual o EBV contribui para a patogénese do LB ainda néao foi
totalmente esclarecida. Entretanto, dois modelos foram propostos. O primeiro modelo
reforca que o EBV exerce um papel de potencializador na formacéo do tumor, mas com
pouco efeito na manutencdo (HECHT & ASTER, 2000). Este modelo propde que a
infecgdo aguda promova uma expansdo policlonal das células B infectadas. O padréo de
expressao génica do EBV é o de laténcia I11 onde o virus expressa seis antigenos nucleares
([EBNA] 1, 2, 3A, 3B, 3C, LP) e as proteinas latentes de membrana (LMP1, LMP2A e
LMP2B) (KLEIN et al., 1996). Esse padrdo de expressdo génica esta associado com a
proliferacdo e transformacdo das células B in vitro. Desse modo acredita-se que a
estimulagdo da proliferacdo da célula B aumente a probabilidade de ocorréncia do
rearranjo de c-Myc (HECHT & ASTER, 2000).

Ja o segundo modelo, que ndo exclui a hipdtese do primeiro modelo leva em
consideracao que o padrdo de expressao génica do EBV das células do LB é diferente dos
imunoblastos B infectados (LYONS & LIEBOWITZ, 1998). Este padrao de laténcia esta
correlacionado com a diminuicao da expressdo de moléculas de adesdo, HLA de classe |

e proteinas imunogénicas do EBV que facilitam que as células infectadas escapem do
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sistema imunologico (BORNKAMM, 2009). No entanto, o que também se especula é que
0s dois modelos propostos sejam integrados. Sendo assim, primeiramente o padrdo de
expressao leva a uma proliferagéo celular. Em seguida, ocorre a translocagao envolvendo
c-Myc e entdo o padrdo de laténcia é alterado a fim de que células transformadas e

infectadas nao sejam reconhecidas pelo sistema imune (HECHT & ASTER, 2000).

Geralmente os virus oncogénicos sdo capazes de desregular os pontos de
checagem do ciclo celular tendo como alvo principal a proteina p53. No entanto, estudos
demonstraram que p53 ndo € o principal alvo do EBV no processo de transformacéo
neoplésica da célula B (O’NIONS & ALLDAY, 2003). A diminui¢do da expressao da
proteina pro-apoptética BIM (Bcl-2 interacting mediator of cell death) da familia BCL-
2, tem sido apontada como um importante alvo do EBV durante a infeccdo latente em
células B (ANDERTON et al., 2008). Porém, ainda é desconhecido o mecanismo exato
pelo qual 0 EBV tem o efeito de modular a expressao de BIM. Estudo recentes mostraram
que as oncoproteinas EBNA3A e EBNA3C do EBV contribuem para diminui¢do da
expressdo de BIM promovendo alteracbes epigenéticas como metilacdo da regido
promotora de Bim e desacetilacdo das histonas H3 e H4 que ocasionando uma
compactacdo da cromatina, reprimindo a transcricdo génica (ANDERTON et al., 2008;
PASCHOS et al., 2009). Além disso, a expressdao de BIM também é regulada por
microRNAs (miRNAS) que serdo detalhados em outro topico (OLIVE V et al., 2009).

Recentemente foi descrito que o EBV através da oncoproteina EBNAL induz a
expressdao de miRNAs celulares, alterando a homeostase celular e cooperando para
tumorigénese do LB (ONNIS et al., 2012). Adicionalmente, um estudo avaliou o perfil
de expressdo dos miRNAs em amostras tumorais de LB EBV positivas e negativas e
mostrou que alguns miRNAs estdo diferentemente expressos, reforcando, desse modo, o
envolvimento do EBV na patogénese do LB (AMBROSIO MR et al., 2014).

1.3.2 Eventos geneéticos e moleculares do LB

O LB é caracterizado pela superexpressdo do proto-oncogene c-Myc que é um
fator de transcricao primordial na regulacéo das células B, capaz de reprimir e ativar genes
que estdo envolvidos em diversos processos celulares como o controle do ciclo celular,

proliferacdo, apoptose, metabolismo, sintese de acidos nucleicos e outros (BOXER &
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DANG, 2001; CAl et al, 2015). Na maioria dos casos a expressao aumentada de c-MYC
é decorrente da translocagdo entre as regides do cromossomo 8, na banda 24qg, com um
dos genes das imunoglobulinas (IgH, IgK ou IgL). Em 80% dos casos a translocacéo 8;14
estd presente, e 0 gene c-Myc é translocado do cromossomo 8 para 0 gene da cadeia
pesada da IgH no cromossomo 14 (HEIM & MITELMAN, 1995). Os outros 20%
correspondem as translocagdes variantes t(8;22) e t(2;8) envolvendo os genes das IgL e
IgK, respectivamente, onde parte das cadeias leves séo transferidas para o cromossomo 8
(HEIM & MITELMAN, 1995). Em ambos o0s casos ocorre a fusdo do gene c-Myc com o
gene da regido constante da Ig (KLUMB, 2001) (Figura. 1.3). No entanto, cerca de 15%
dos casos de LB n&o apresentam a translocacdo envolvendo c-Myc demonstrando que
outros mecanismos também estdo envolvidos na superexpressdo de c-MYC tais como
amplificacdo génica, mutacdo, polimorfismos na regido 8g24, e a diminuicdo da
expressao do micro-RNA 34b (LEUCCI, 2008; CAl et al, 2015).

Cromossomos Normais >

22

MYC — =t IGH— = IGL

Translocactes cromossomais do LB
(t2;8) (t8;22)

(t8;14)
MYC

IGH— == |GK@ —_— MY(\_—
MYC | == IGL@ —

Figura 1.3: Esquema ilustrativo das translocagbes encontradas no LB. As translocagoes
t(8;14), t(8,22) e t(2;8) sdo ilustradas. Adaptado de KLAPPROTH & WIRTH, 2010.

O ponto de quebra do gene c-Myc ocorre em regides distintas nas variantes do LB.

No LB esporadico e no associado a imunodeficiéncia, o ponto de quebra é mais comum
10



no éxon 1 ou no intron 1. Ja no LB endémico, a quebra acontece distante das sequéncias
codificadoras e regulatérias do gene (100 Kb no sentido 5’ do éxon 1) (MAGRATH,
1997). Nos genes das imunoglobulinas, o ponto de quebra também € diferente entre as
variantes da doenca (SHIRAMIZU, 1991). No entanto, independente do ponto de quebra,
a regido codificadora do gene c-Myc é transferida intacta, pois o primeiro exon nao é
codificante. Apds a justaposicao, c-Myc passa a ser regulado por elementos enhancers do
gene da Ig (KLUMB, 2001). Devido ao fato dos elementos enhancers de Ig serem
especificamente ativos em células B maduras, a justaposicdo ao c-Myc gera
inapropriadamente elevados niveis de RNA mensageiro e da proteina c-MYC.
Adicionalmente, também ocorre a remocéo de regides reguladoras negativas de c-Myc
como uma consequéncia direta das translocacfes ou através de mutacBes contribuindo
ainda mais para o aumento da atividade de c-MYC (HECHT & ASTER, 2000). (Figura
1.4)
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Figura 1.4: Esquema ilustrativo dos pontos de quebra do gene c-Myc no LB. Em A,
representacdo grafica do gene c-Myc com os trés exons. Regides codificantes de proteinas estdo
representadas em cinza. Em B, ponto de quebra dentro do éxon 1 no LB esporadico, o inicio da
transcricdo passa a ser no intron 1 (seta tracejada). Em C, ponto de quebra no LB endémico,
preservando o éxon 1, porém, ha mutagdes nesta regido que leva a perda do controle da transcricao
de c-MYC. Cp, regido constante da cadeia pesada; S, regido switch; E, segmento enhancer; Ju,

regido combinacdo. Adaptado de GOLDSBY & CARROLL, 1998.

Apesar da superexpressdo de c-MYC nas células B levar a um aumento da

proliferacdo celular, para contrabalancear este efeito também ativa a morte celular
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programada (apoptose) (PACKHAM & CLEVELAND, 1995). Dessa forma, sdo ativadas
vias de morte celular dependentes e independentes de p53 resultando em apoptose
(CHERNEY, 1995). Myc pode ativar tanto a via intrinseca quanto a via extrinseca da
apoptose, promovendo um aumento da transcri¢do de genes pré-apotéticos como TP53 e
P14ARF e diminuicdo da expressdo de genes anti-apoptéticos como o Bcl-2 (MEYER,
2006). Assim, alteracOes adicionais sdo necessarias para o desenvolvimento do LB a fim

de neutralizar os efeitos apoptoticos gerados pela expressdo aumentada de c-MYC.

A proteina supressora tumoral p53 é denominada a guardid do genoma celular,
atuando no controle do ciclo celular, reparo do DNA ou na ativacdo da morte celular
programada -apoptose- em resposta a sinais de estresse. Em diversos tipos de cancer
encontra-se desregulada por mutacfes, ou ocorrem alteracbes em sua via de ativacdo
(VOUSDEN & PRIVES, 2005). Os niveis de p53 normalmente s&o baixos na célula, pois
sdo controlados pelo regulador negativo HDM2 (Human Double Minute-2). A proteina
MDM2 é o maior regulador de p53 funcionando como uma E3-ubiquitina ligase. A
MDM2 liga-se a p53, inibe sua atividade transcricional e promove sua exportacdo do
nacleo para o citoplasma onde induz a sua degradacdo dependente de proteossoma. A
proteina antagonista de HDM2 é p14”"F que é considerada uma proteina supressora
tumoral atuando na inibicdo da funcdo de HDM2, promovendo um aumento da atividade
de p53 (HOFFMAN & LIEBERMANN, 2008). Desse modo, a perda de p14°RF e/ou p53
resulta em uma maior sobrevivéncia da célula. Cerca de um terco dos LB possuem
inativagéo de p53 por mutagdo (FARRELL et al., 1991). Um estudo realizado pelo nosso
grupo encontrou 20% de mutacdo em p53 no LB pediatrico (KLUMB et al., 2003). No
entanto, alteracdes em algum ponto da via p53/ARF/HDM2 tém sido sugeridas como
importantes eventos na patogénese do LB, uma vez que a maioria das linhagens celulares
derivadas do LB tem alteracéo nesta via (LINDSTROM et al., 2001).

AlteracBes em vias que controlam a proliferacdo celular como, p16'™N€4A também
tém sido demonstradas como eventos importantes na patogénese do LB. P16NK4A
promove parada no ciclo celular através da inibicdo das cinases dependentes de ciclinas
4 ou 6, (CDK4 ou CDK®6) (SERRANO et al., 1996). P16 liga-se as CDK4/6 inibindo a
formagéo do complexo entre a ciclina D e a CDK 4/6 que € responsavel pela fosforilagéo

de membros da familia Rb. A medida que permanece ndo fosforilada, Rb liga-se
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fortemente ao E2F, um fator de transcricdo de genes que codificam proteinas que regulam
a progressdo do ciclo celular da fase G1 para S e, consequentemente, a proliferagéo
celular (SERRANO et al., 1996). Desse modo, a perda da expressao de P16 tem um
impacto na regulacdo de um grupo de genes envolvidos no controle da progressao do
ciclo celular, permitindo que a célula entre na fase S, ultrapassando o ponto de checagem
G1/S (SHERR & ROBERTS, 1995). Em um estudo recente de nosso grupo, foi observada
inativacdo de P16INK4a em amostras tumorais pediatricas de LB sendo detectada a
metilacdo da regido promotora do gene P16INK4a (ROBAINA et al, 2015) em 72% dos
casos. MutacBes no gene do retinoblastoma (RB2/p130) que estd abaixo da via de
P16INK4a foram relatadas no LB endémico em associacdo com elevados niveis de
proliferacdo celular (CINTI et al., 2000). No entanto, no LB esporadico do Brasil
mutacdes no gene RB2/p130 foram relatadas como um evento raro e, provavelmente, sem
envolvimento na patogénese do LB (KLUMB et al., 2008).

Recentemente, foi demonstrado que a via de PI3K (fosfatidilnositol-3-cinase) que
atua na ativacdo de varias vias de sinalizacdo intracelular regulando proliferacéo,
crescimento, metabolismo e sobrevivéncia da célula, coopera juntamente com c-MYC na
patogénese do LB (SCHMITZ et al., 2012). Tal descoberta possibilitou o
desenvolvimento de um modelo de camundongo que expressando c-MYC e PI3K
constitutivamente, desenvolveu linfoma com caracteristicas histoldgicas semelhantes ao
LB (SANDER et al., 2012). Adicionalmente, foi relatado que o tratamento combinado de
inibidor de histona deacetilase com inibidor de PI3K resulta na inibi¢do da proliferacao
celular em linhagens derivadas do LB, destacando, o papel da via de PI3K como um
importante alvo terapéutico (FERREIRA et al., 2015) no LB.

Mutacdes pontuais na treonina 58 do gene c-Myc translocado tém sido
frequentemente observadas em células do LB (SEARS, 2004). Esta mutagdo impede a
fosforilagéo da treonina 58 resultando num aumento da estabilidade da proteina c-MYC
afetando seu potencial apoptdético (HEMANN et al., 2005). Além disso, essa mutacao
também tem como efeito o bloqueio da capacidade que MYC possui de induzir a
expressao da proteina pro-apoptotica BIM (O’CONNOR et al.,1998). Desse modo, a
mutacdo na T58 representa um importante mecanismo pelo qual c-MYC promove a

proliferacdo celular e evaséo da apoptose.
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1.4 O proto-oncogene c-Myc

1.4.1 Localizagéo e fungéo

O gene viral v-Myc foi identificado, em 1977, a partir do retrovirus MC29
causador da mielocitomatose em aves (SHEINESS D et al., 1979). Em seguida, foi
identificada a sequéncia homéloga em humanos no LB numa translocacdo envolvendo a
regido 8924 e os genes da cadeia pesada ou leve das imunoglobulinas, localizadas nos
cromossomos 14, 2 ou 22 respectivamente, e entdo, denominado de celular MYC (c-
MYC) (DALLA FAVERA et al., 1982; TAUB et al., 1982). A familia MYC é formada
de trés fatores de transcricdo conservados (c-, N- e L-MYC) que atuam na proliferacdo
de células sométicas e germinativas, no metabolismo celular e na progresséo do ciclo
celular. Desse modo, MYC ativa ou reprime uma ampla variedade de genes,
compreendendo cerca de 10% do genoma humano (FERNANDEZ PC et al., 2003).

Em células normais, a expressdo de MYC ¢é estritamente regulada pelos sinais
mitoticos. Além disso, tanto o RNAm quanto a proteina codificada por MYC possuem
uma meia vida curta em torno de 10 e 25 minutos, respectivamente, e na auséncia de
sinais de proliferacdo, os niveis de MY C sdo rapidamente reduzidos (SOUCEK & EVAN,
2010). Durante diferentes estadgios de desenvolvimentos dos linfocitos ocorre uma
variacdo dos niveis de MYC, sendo mais expresso nas células que estdo proliferando.
Desse modo, a expressdo de MYC nas células B do centro germinativo (CG) é um evento
importante para a linfomagénese B em humanos, pois a maioria dos linfomas sdo
provenientes de células B do CG e frequentemente associados a translocacdes envolvendo
MYC (SEWASTIANIK, et al., 2014).

O gene c-Myc é constituido de trés éxons, sendo o primeiro ndo codificante.
Codifica uma fosfoproteina nuclear de meia vida curta. A por¢do N-terminal contém trés
sequéncias conservadas, denominadas MY C-boxes (MB) I, 1l e I1l. Essas sequéncias sdo
essenciais para a estabilizacdo da proteina, para promover a interagdo entre proteinas e
ativacdo, ou repressao transcricional de seus alvos (ADHIKARY & EILERS, 2005). A

porcdo C-terminal é constituida do dominio ziper de leucina hélice-volta-hélice o qual

14



possibilita a interacdo entre MYC e o fator de transcricio MAX (myc associado fator X)
(BLACKWOOD, 1991). A interacdo com MAX é necessaria para promover a ligacdo de
MYC com regibes especificas de DNA (E-boxes) do promotor de genes alvos. Dessa
forma, o heterodimero MYC/MAX modula a transcricdo génica através da formacao de
um complexo de coativadores especificos. Durante a formacdo desse complexo sdo
recrutadas histonas acetiltransferases como P300 e CBP, dentre outras, que induzem o
remodelamento da cromatina (GRANDORI C, et al., 2000). Vérias sequéncias de DNA
sdo reconhecidas como um E-box de MYC/MAX dentre eles a sequéncia 5-CACGTG-3’
que pode sofrer metilacdo do residuo CpG central, impedindo a ligacdo de MYC e
formagdo do complexo e, consequentemente, repressdo da transcricdo génica
(PRENDERGAST GC, et al., 1991). Outra forma de inativacdo da transcrigdo génica, e
também a mais bem estudada, é através da ligacdo do heterodimero (MYC/MAX) com o
fator MIZ-1 e P300, que recruta as DNA metiltransferares (DNMT3A e DNMT3B),
promovendo o silenciamento de genes alvos (BRENNER C, et al., 2005). Além disso,
MAX pode formar um homodimero (MAX/MAX) e também heterodimeros com outras
proteinas, tais como: MAD1, MAD3, MXI1 e MNT. Esses heterodimeros ligam-se a
regides E-boxes, recrutam histonas deacetilases (HDAC) e reprimem a expressao génica
(ADHIKARY S & EILERS, 2005). Um esquema representativo dos mecanismos de

ativacdo e repressdo por MYC é mostrado na figura 1.5.
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Figura 1.5: Esquema representativo dos mecanismos de regulacdo da transcri¢do génica
pelo fator de transcricdo c-MYC. Em A, MYC forma heterodimero com MAX e se liga a
sequéncias especificas (E-box) no promotor do DNA de genes alvos promovendo a sintese de
RNAmM. Em B, o heterodimero se liga a MIZ1, recruta as DNMT3A e DNMT3B, promovendo a
metilagdo e repressdo génica. (Reproduzido de SMITH et al., 2010).

A estabilizacdo da proteina c-MYC ¢ dependente da fosforilagdo em dois sitios
no dominio N-terminal. A fosforilacdo da serina 62 (S62) mediada por ERK
(extracelular-regulated Kinase) aumenta a estabilidade de c-MYC. Por outro lado, a
fosforilagdo da treonina 58 (T58) pela GSK-3fB sinaliza a degradagdo de c-MYC
(JUNTILA & WESTERMARCK, 2008). E importante ressaltar, que a T58 é
frequentemente mutada em varias neoplasias, inclusive no LB como ja mencionado. A

16



mutacdo impede que o residuo seja fosforilado, aumentando a estabilidade da proteina
(BAHRAM et al., 2000). Além disso, as mutagdes também estdo sendo associadas a uma

diminuicdo na capacidade de ativagé@o da apoptose por c-MYC (HEMANN et al., 2005).

1.4.2 Alvos e efeitos da desregulacéo de c-MYC

A identificacdo de um Unico conjunto de genes regulados por c-MYC nao tem
sido possivel, @ medida que c-MYC modula a expressao uma serie de genes envolvidos
em multiplos processos da biologia da célula (SEWASTIANIK et al., 2014). Além disso,
os estudos que avaliaram as vias oncogénicas de c-MYC em diferentes neoplasias
encontraram apenas uma sobreposicdo parcial de vias (LIN CY et al., 2012). Os genes
alvos de c-MYC séo predominantemente transcritos pela RNA polimerase Il (Pol 11).
Entretanto, c-MYC também regula a transcricdo de alvos da RNA polimerase | e IlI,
aumentando os niveis de RNA ribossomal e RNA transportador. Dessa forma, c-MYC
promove a proliferacdo celular atuando tanto na biogénese ribossomal quanto na
maquinaria de tradugdo (ADHIKARY S & EILERS, 2005).

Uma vez que c-MYC amplifica fungdes celulares fundamentais no contexto das
neoplasias algumas vias comumente ativadas foram identificadas em alguns tipos de
tumor. A transicdo da fase GO/G1 a S do ciclo celular é modulada por c-MYC através da
regulacao da expressao das ciclinas D e E, e das cinases dependentes de ciclinas (CDK4
e CDK2), resultando na hiperfosforilacao da proteina do retinoblastoma (RB1) e liberacéo
do fator de transcricdo E2F, envolvido na progressao no ciclo celular (STEINER MS et
al., 2000). Adicionalmente, c-MYC juntamente com E2F se liga a varios genes
envolvidos na replicacdo do DNA, sugerindo que os dois fatores de transcricao atuam de
forma coordenada (ZELLER KI et al., 2006). Além disso, atua no ponto de checagem
G2/M através da ativagéo da transcricdo da ciclina B1 (DEN HOLLANDER et al., 2010).
c-MYC também coopera com outros fatores de transcricdo como HIF1a (fator indutor de
hipéxia) e promove a expressdao de genes envolvidos no metabolismo da glicose
(OSTHUS et al., 2000).
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A expressdo de proteinas proapoptéticas também é induzida por c-MYC, como
aumento da expressdo de p14”RF que leva a diminuigdo de MDM2 — uma ubiquitino ligase
que degrada p53 — resultando no aumento de p53, e culminando em apoptose.
Adicionalmente, ¢c-MYC induz um aumento da proteina proapoptética BIM e
indiretamente reprime a expressdo das proteinas antiapoptoticas BCL-2 e BCL-XL
(EGLE A et al., 2004). Desse modo, a superexpressdao de c-MYC somente, ndo é
suficiente para promover a tumorigénese. Nas neoplasias linféides com aumento de
expressao de c-MYC também sdo observados outros eventos como mutacdo na via de
p53, aumento dos niveis de proteinas antiapoptoticas e aumento das vias que levam ao

escape da apoptose aumentando a sobrevivéncia celular (LOVE C et al., 2012).

Além do controle de um amplo ndmero de genes, c-MYC também se liga em
sequéncias regulatorias de DNA e modula a expressdo de RNAs ndo-codificantes como
0s microRNAs (miRNAs). c-MYC reprime multiplos miRNAs classificados como
supressores tumorais tais como, miR-15a, miR16, a familia let7, miR-34, miR-26, miR-
29, miR-150 e miR-195/miR-497 (CALIN GA, et al., 2002; CHANG TC, et al., 2008).
Embora, mecanismo pelo qual c-MYC reprime os miRNAs néo tenha sido totalmente
elucidado, alguns estudos recentes tém mostrado que o papel de MYC ¢ dependente do
recrutamento de enzimas modificadoras de histonas. No linfoma de células do manto
(LCM) foi descrito que MYC recruta a histona deacetilase 3 (HDAC3) juntamente com
EZH2 e promove a diminuig&o da expressdo do miR-29 (ZHANG X et al., 2012).

Por outro lado, a superexpressao de MYC também promove o aumento da
expressdo de varios miRNAs com caracteristicas oncogénicas, que sao denominados
(“oncomiRs’), dentre eles, esta incluido o cluster miR-17-92 que contribui no aumento da
proliferacdo celular, angiogénese, metastase, sobrevivéncia e metabolismo (XIONG L, et
al., 2013; PSATHAS & TIKHONENKO, 2014). Dessa forma, a descoberta do
envolvimento de c-MYC na regulagdo de miRNAs aumentou ainda mais a complexidade
em relacdo aos alvos de MYC uma vez que cada miRNA pode atuar na regulagéo de

varias proteinas como sera descrito a seguir.
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1.5 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs constituidos de 19 a 24
nucleotideos que ndo codificam proteinas e atuam na regulacdo da expressao génica, no
nivel pods-transcricional. Constituem um dos mecanismos epigeneticos, além da
metilacdo do DNA e das modificacBes em histonas. Atualmente, esses mecanismos sao
designados para representar alteracdes na expressao génica herdaveis durante o processo
de divisdo celular e que ndo modificam a sequéncia de DNA, logo, tratam-se de altera¢des
totalmente reversiveis (SARKIES & SALE, 2012).

1.5.1 Histdrico, biogénese e funcao

O primeiro miRNA, lin-4, foi descrito inicialmente em Caenorhabditis elegans
em 1993 (LEE RC, et al., 1993). No entanto, somente apds alguns anos e em seguida a
descoberta do segundo miRNA, o let-7 - também em C. elegans - que a sua importancia
e funcdo na regulacédo da expressao génica comecou a emergir (OLSEN PH & AMBROS
V, 1999). Até o presente momento, ja foram descritos 1.881 precursores e 2.588 miRNA

maduros (http://www.mirbase.org). No entanto, a maioria com funcéo desconhecida.

A transcricdo dos miRNAs € realizada pela RNA-polimerase 1l (RNA Pol 11),
embora haja casos de polimerase I1l. Os miRNAs séo inicialmente transcritos como um
longo precursor nuclear de tamanho variavel (centenas ou milhares de nucleotideos), ou
como clusters de miRNAs. Estes transcritos recebem o “Cap” na extremidade 5’ e uma
cauda de poliadenilato na sua extremidade 3’ e s3o denominados de pri-miRNA (primario
miRNA) e funcionam como pri-miRNA. No nucleo, um complexo microprocessador
contendo a enzima RNAse Ill, Drosha, juntamente com seu cofator essencial
DGCR8/Pasha, cliva o longo transcrito primario (pri-miRNA) e da origem a uma
molécula com estrutura secundaria em forma de grampo que apresenta em torno de 70 a
100 nucleotideos, denominada pre-miRNA, que é exportada para o citoplasma pela
Exportina 5 de maneira dependente de Ran-GTP. Uma vez no citoplasma, a fita dupla do
pre-miRNA é clivada pela Dicer, uma endonuclease RNAase 11, para formar um pequeno

miRNA — miRNA* duplex — que é em seguida desenrolada pela helicase em uma Unica
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fita madura de miRNA com cerca de 22 nucleotideos (MACFARLANE, LA & MURPHY
PR, 2010). O miRNA maduro é incorporado ao complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC) e, entdo, este complexo liga-se a sequéncias complementares na regido
3’UTR do gene alvo, resultando na degradacdo do RNAm alvo, caso seja totalmente
complementar, ou na inibicdo da sua traducao, quando ndo ha complementariedade total
(Figura 1.5) (FABIAN MR et al., 2010). Apenas umas das fitas do miRNA* duplex que
se liga ao complexo RISC, a fita marcada com (*) geralmente sofre degradagéo
(ZAMORE & HALEY 2005).

Os miRNAs sdo transcritos de genes individuais contendo 0s seus proprios
promotores, embora, também sdo observados nas regides de éxons e introns, podendo
compartilhar o promotor do gene hospedeiro (MARUYAMA R & SUZUKI H, 2012). No
entanto, os genes de miRNAs que estdo localizados em regides de splicing necessitam da
maquinaria de splicing para que ocorra o seu processamento (BEREZIKOV E, 2011). Ja
0s miRNAs que estdo localizados em introns de genes codificantes de proteinas sdo
produzidos em pequenos grampos chamados miRtrons. Os miRtrons constituem 5-10%
dos genes de miRNAs em invertebrados e vertebrados e sdo expressos em menores niveis
gue o miRNAs transcritos pela via candnica descrita anteriormente (OKAMURA et al.,
2008).
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Figura 1.6: Biogénese dos miRNAs pela via candnica. Os miRNAs sdo transcritos a partir da
RNA polimerase Il em longos transcritos primarios que sao posteriormente clivados pela RNAse
Drosha juntamente com o cofator DGCRS8, formando o miRNA precursor. O miRNA precursor é
exportado para o citoplasma pela Exportina-5 e Ran®™, processado pela RNAse Dicer, formando
um complexo com as proteinas de ligacdo ao RNA, PACT e TRBP, em sequéncia ocorre clivagem
gerando miRNA duplex (I). Em alguns casos, primeiro ocorre uma clivagem pela AGO2 gerando
0 ac-pre-miRNA; (I1). Helicase desenrola 0 miRMA duplex e apenas uma das fitas do miRNA
maduro é incorporado ao complexo RISC, que dependendo do grau de complementaridade com
0 RNAm alvo induz a sua degradacéo ou inibe a tradugdo. RNA Pol 1I, RNA polimerase II;
DGCRS, DiGeorge syndrome critical region gene-8; exportina-5; TRBP, proteina de ligacéo a
TAR; PACT, proteina cinase ativadora RNA; RISC, complexo de silenciamento induzido por
RNA; AGO, Argonauta. Adaptado de Adams et al., 2014.
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A eficiéncia pela qual a Drosha realiza o processamento dos miRNAs é essencial
para a manutencdo dos niveis de miRNA na célula. Existem varios mecanismos para
regular a atividade e especificidade da Drosha, sendo o mais conhecido, a estabilizacdo
através da interacao proteina-proteina entre Drosha e DGCR8 (HAN et al, 2009). Drosha
é uma proteina de aproximadamente 160 kDa de localizacdo nuclear, que pertence a uma
familia de endonucleases tipo RNase I11 e atuam especificamente em RNA de fita dupla
(dsRNA). O dominio c-terminal possui a atividade enzimatica, sendo necessario para o
processamento do pri-miRNA in vitro, ja o dominio amino-terminal é importante para a
localizag@o nuclear em células de mamiferos (HAN et al, 2004). Além disso, Drosha é
uma proteina essencial para o desenvolvimento, pois um estudo observou que a auséncia
de expressdo da Drosha em células germinativas € letal durante a embriogénese de ratos

reforcando desse modo, o papel dos miRNAs no desenvolvimento (CHONG et al, 2010).

Alteracbes pos traducionais também estdo envolvidas na regulacdo da atividade
do microprocessador, alterando a biogénese dos miRNAs. Neste contexto, foram
observados que a fosforilagdo da Drosha pela glicogénio sintase cinase 3 (GSK3p) é
requerida para a localizagdo nuclear da proteina (TANG et al, 2011) como também a
acetilacdo da Drosha promove sua estabilizacéo, inibindo a degradacdo da mesma (TANG
et al, 2013). Adicionalmente, mutacdes em Drosha tém sido reportadas no favorecimento
do Tumor de Wilms, neoplasia renal mais comum na infancia (RAKHEJA et al., 2014;
WALZ et al., 2015). No entanto, a estrutura e regulacdo da Drosha ainda ndo esta
totalmente elucidada, portanto, o avanco nesta area ird& promover um melhor

entendimento do processo de maturacdo dos miRNAS.

Uma vez que a ligacdo entre os miRNAs e RNAm é frequentemente alcancada
com complementaridade imperfeita, cada miRNA pode ligar-se e regular varios RNAm
(ADAMS BD, et al., 2014). Mais de 5300 genes humanos sdo regulados através de
miRNAs, representando cerca de 30% do total de genes e mais de 60% dos genes
codificantes de proteinas sdo alvos de miRNAs (ASSLABER D, et al., 2010). Por
conseguinte, a expressdo aberrante de um Unico miRNA pode alterar a traducdo de
multiplos genes dentro de uma célula, ocasionando intensas alteragGes fenotipicas. Desse
modo, os miRNAs regulam praticamente todos os processos celulares incluindo o ciclo

celular, a proliferacdo celular, apoptose, diferenciacdo celular, metabolismo,
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desenvolvimento de 6rgéos e hematopoiese (KIM VN, 2005; LAWRIE CH, 2013). Neste
contexto, um grande esforgo tem sido feito para esclarecer o seu papel na hematopoiese
normal e maligna. Em particular, estudos sobre a expressao total de miRNA (miRome)
demonstraram que a expressdo dos miRNAs é um processo dindmico durante a maturacédo
linféide, variando de acordo com tecidos especificos e 0 estagio de desenvolvimento da
célula linféide (LAWRIE CH, 2013).

1.5.2 miRNA na maturacao linfoide B

A expressdo génica durante o desenvolvimento dos linfocitos é regulada
principalmente por fatores de transcri¢do, no entanto, um nivel adicional de regulacdo
tem sido demonstrado via miRNAs (TULLIO GD, et al., 2014). Para avaliar globalmente
a importancia do controle de miRNA no desenvolvimento de células B tém sido utilizados
modelos nocautes para Dicer em progenitores de células B (KORALOV SB, et al., 2008).
Com estes modelos, foi possivel observar que a supressdo condicional de Dicer em
progenitores precoces de células B induziu um bloqueio quase completo da transicao pro-
pré-B, sendo detectado um nimero muito reduzido de células B na medula dssea e nos
orgdos linféides periféricos. Este bloqueio no desenvolvimento de células B é causado
por uma forte inducdo de apoptose em células pr6-B mediadas por um aumento
significativo da expressdo de BIM, uma proteina pro-apoptética (LAWRIE CH, 2013).
BIM é alvo de diferentes membros do cluster miR-17-92 (também conhecido como
Oncomir-1). Este cluster contém véarios miRNAs individuais, frequentemente
amplificados e expressos em linfomas e varios tumores sélidos (CHEN CZ et al., 2004).
Mais detalhes sobre esse cluster serdo descritos no topico a seguir. Em particular, apds a
exclusdo de Dicer, miR-17-92 é indetectdvel em ambas as células, pro e pré B (LAWRIE
CH, 2013). Esta observacéo reforca que os efeitos da delecdo da Dicer dependem

principalmente da perda do cluster miR-17-92.

Vérias familias de miRNAs tém sido descritas atuando no controle e no
desenvolvimento de células-B. Numerosos estudos tém documentado que perfis
especificos de expressdo de miRNAs podem ser ligados a diferentes etapas do processo

de maturacdo/diferenciacéo da célula B (MERKEROVA M et al., 2008; HAVELANGE
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V et al,, 2010; LAWRIE CH, 2013). No entanto, a etapa mais importante € durante a
transicdo de pro-B para pré-B, regulada principalmente por quatro miRNAs: miR-181,
miR-150, cluster miR-17-92, e miR-34a. Estes miRNAs controlam um ndmero
relativamente limitado de alvos em sua maioria envolvidos na morte celular,
sobrevivéncia e proliferacdo celular (HAVELANGE V et al., 2010).

O processo de diferenciacao terminal em células plasmaticas e células B de
memdaria também envolve a regula¢do por miRNAs, induzindo diminuicdo dos niveis do
miR-9 e let-7 e aumentando miR-30 (LIN J et al., 2011). Este processo resulta no aumento
da expressdao de PRDM1 (PR dominio contendo proteina 1), também conhecido como
Blimp-1, e diminui¢do de BCL-6 (B-cell lymphoma) (NIE, K et al., 2008). Portanto, o
equilibrio entre BCL-6 e PRDM1 regulados pelo miR-9 e let-7, bem como, 0 miR-30
representa um mecanismo de regulacdo importante de diferenciacdo de células B. A
desregulacdo desse mecanismo pode interferir com a sobrevivéncia e maturacao das
células B, sugerindo um papel importante desses miRNAs na patogénese de linfomas de
células B. Aumento nos niveis de expressao de miR-9 e let-7 foram observados em células
de linfoma de Hodgkin (NIE, K et al, 2008;2010; LIN, J et al, 2011). Os miRNAs

envolvidos em cada etapa de diferenciacéo do linfocito B sdo mostrados na figura 1.7.
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Figura 1.7: Esquema representativo dos miRNAs envolvidos na ontogenia das células B. Na
ilustracdo grafica sdo mostrados os mMiRNAs importantes na transi¢éo de cada etapa da célula B
a partir da célula progenitora linféide comum até diferenciagdo em célula B de memdria e célula
plasmatica. (TULLIO GD et al., 2014)

1.5.3 miRNAs e linfomas

Alguns miRNAs podem induzir a expressao de genes que promovem a
proliferacéo e sobrevivéncia celular, bem como inibir a expressdo de genes que controlam
amorte celular. Assim, estes miRNAS sdo considerados oncogénicos e também chamados
de "oncomiRs" sendo geralmente expressos em baixos niveis em condicgdes fisiologicas.
Por outro lado, o aumento da sua expressdo induz a superexpressao de genes que
promovem o crescimento celular e/ou diminui a expressdo de genes supressores de tumor
e/ou genes que controlam a apoptose, contribuindo para a tumorigénese (ZHANG et al.,
2007). A ressaltar, a maioria dos genes de miRNAs humanos estdo localizados em regifes
cromossdmicas frequentemente correlacionadas ao céncer, chamadas de regides

genbmicas associadas ao cancer (CAGRs). Nessas regides é frequente a perda de
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heterozigosidade, deteccdo de amplificacBes génicas ou pontos de quebra comuns
(CALIN et al., 2004).

A primeira evidéncia experimental que mostrou o envolvimento de miRNAs no
desenvolvimento do cancer surgiu a partir da identificacdo da delecéo da regido 13914
em leucemia linfocitica cronica. Essa regido abriga os miR-15a e miR-16a, e na maioria
das amostras de pacientes estes miRNAs ndo estavam expressos, ou se encontravam com
expressao diminuida (CALIN et al., 2002). Desde ent&o, outros estudos tém demonstrado
o0 envolvimento de diversos miRNAs em diferentes modelos tumorais (SAND et al.,2012;
WANG et al.,2012; L1 et al.,2013). Nos linfomas, incluindo o LB, o miR-155 e o cluster
miR-17-92 que sdo classificados como oncomiRs apresentam-se expressos de forma
aumentada quando comparados a células normais (EIS et al., 2005, METZLER M et al.,
2004). Além disso, hd um conjunto de miRNAs que fisiologicamente regulam genes
supressores de tumor e impedem o desenvolvimento tumoral. A expressao diminuida
desses miRNAs pode estar relacionada com a ocorréncia de tumores uma vez que podem
induzir um crescimento anormal de células, bem como a perda da funcdo de apoptose.
Alguns desses miRNAs denominados supressores tumorais foram identificados
desregulados em linfomas como o0 miR-let7, miR-15a, miR-16-1, miR-181, miR-34a,
miR-150, miR-30 e miR-29 (TULLIO GD et a.l, 2014). A tabela a seguir descreve 0s

principais miRNA descritos até 0 momento no LB.

Adicionalmente, alguns miRNAs atuam diretamente na regulacdo epigenética,
sendo chamados de epi-miRNA. A familia miR-29 foi o primeiro epi-miRNA
identificado e tem como alvo a enzima DNA metil transferase (DNMT) (FABBRI et al,
2007). Além disso, essa familia também ¢é regulada por mecanismos epigenéticos
mediados por c-MYC (ZHANG et al.,, 2012). Recentemente, descrevemos que a
expressdo dessa familia de miRNAs (miR-29a/b/c) encontra-se baixa no LB pediéatrico.
No mesmo estudo, observamos uma expressdo aumentada das DNMTs em amostras
tumorais de LB, sugerindo que a familia miR-29 exerce um papel da patogénese do LB
(ROBAINA et al, 2015). ANEXO 10.2
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Tabela 1.2: miRNAs alterados no Linfoma de Burkitt

miRNA Status Alvo Referéncia
Familia let-7 - PRDM1/blimp1, Ciclina Sampson VB et al, 2007
D2, CDK®6
miR-9 + e-caderina Onnis et al, 2010
miR-17-92 + BIM, PTEN, E2F1, p21  Robertus et al, 2010; Bueno et
al, 2011; Di Lisio et al, 2012
Robertus et al, 2010; Bueno et
miR-29 - TP53, TCL1, DNMT al, 2011; Di Lisio et al, 2012;
Robaina MC et al, 2015
miR-34b - BCL2, SIRT1, c-MYC Leucci et al, 2008
miR-150 - c-MYB Xiao C et al, 2007
miR-155 - Lt-B Eis PS et al, 2005
miR- BCL2, TP53, Ciclina Zhang X et al, 2012
152/miR-16-1 D2, Ciclina E1, CDK®6
. PTEN, ANP32A, .
miR-21 + SMAR-CA4 Medina PP et al, 2010
miR-181b - TCL1 Neilson JR et al, 2007

(+) alta expresséo; (-) baixa expressdo

1.5.4 Cluster miR-17-92

Muitos miRNAs ndo sao encontrados no genoma como genes individuais mas sim
como cluster de maltiplos miRNAs (ALTUVIA S et al., 2005). Normalmente esses
clusters apresentam de dois a trés miRNAs, mas alguns tem varios miRNAs como o
cluster miR-17-92, que possui seis miRNAs maduros distintos (miR-17, miR-18a, miR-
19a, miR-20a, miR-19b, e miR-92a) (YU J, et al, 2006). Esses miRNAs formam um

policistrénico, ou seja, sdo transcritos como pri-microRNA individuais e em sequéncia
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processados separadamente, formando um miRNA maduro individual. O cluster miR-17—
92 esta localizado no terceiro intron do gene C130rf25 (Chromosome 13 open reading
frame 25) localizado no cromossomo 13931—g32. (Figura 1.8). Todos 0s miRNAs estéo
localizados bem proximos, em um total de 800 pares de bases (YU J, et al, 2006). Dessa

forma, € possivel que todos sejam expressos em niveis semelhantes.

C13orf25 S -

Figura 1.8: Representacdo esquematica do gene C13o0rf25 e do cluster miR-17-92. A regido
escura de cada miRNA representa 0 miIRNA maduro. (Adaptado de PSATHAS &
TIKHONENKO, 2014).

Atualmente tem sido relatado que a expressao dos miR-17-92 encontra-se elevada
em varios tipos de linfomas, como LB, LDGC-B, linfoma folicular, linfoma de células do
manto e tumores sélidos, como cancer de mama, pulmao, colon, estdmago, pancreas e
préstata (HE L, et al, 2005; OTA A, et al, 2004; TAGAWA H, et al, 2005; VOLINIA S
et al, 2006). A primeira evidéncia do envolvimento dos miR-17-92 na oncogénese foi
através da sua superexpressdo em camundongos Ep-Myc - que superexpressam MYC -
onde se observou uma aceleragdo do desenvolvimento de tumor de células B, sugerindo
que os microRNAs do cluster miR-17-92 cooperem com MYC na linfomagénese (HE L,
et al, 2005).

A expressdo do miR-17-92 é ativada através da ligacdo de c-MYC na regido E-
box localizada no primeiro intron do gene (O’DONNELL, et al, 2005). Adicionalmente,
o fator de transcricdo E2F1 pode se ligar a regido promotora e ativar a expressao do cluster
(WOODS K et al, 2007; SYLVESTRE et al, 2007). A familia de fatores de transcri¢cao
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E2F que regulam a progressao do ciclo celular também é alvo de miR-17 e miR-20a
(O'DONNELL et al, 2005; SYLVESTRE et al, 2007). Sendo assim, os membros da
familia E2F estimulam a expressdo do miR-17-92 e miR-17 e miR-20a e inibem E2F1,
criando um loop regulatério negativo (WOODS JM et al, 2007; SYLVESTRE et al,
2007). Portanto, MYC e E2F1 estimulam (miR-17 e miR-20) e reprimem miR-34a que
também tem E2F1 como alvo (PSATHAS & TIKHONENKO, 2014). O efeito cumulativo
dessas relacdes na progressao do ciclo celular pode ser dependente do contexto e requer
uma maior exploracdo. Entretanto, em geral, MYC reprime miRNAs que impedem a

progresséo do ciclo celular e induz miRNAs que visam inibir a morte celular.

O efeito oncogénico do miR-17-92 tem sido associado em linfomas a
desregulacdo de PTEN e BIM, duas proteinas supressores tumorais com atividade
antiproliferativa e pré-apoptotica, respectivamente, importantes no desenvolvimento do
linfécito B (OLIVE V et al., 2009). A expressdao de BIM é diminuida durante o
desenvolvimento normal do linfécito B, impedindo a apoptose da célula B (VENTURA
et al, 2008). No entanto, em camundongos adultos, a expressdo constitutiva do miR-17-
92 levou o surgimento de doencas linfoproliferativas. Além disso, a delecdo de apenas
um alelo de BIM e de PTEN simulou os efeitos do cluster miR-17-92 (XIAO C et al.,
2008). Um esquema representativo dos alvos regulados pelo cluster miR-17-92 €

mostrado na figura a seguir.
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Figura 1.9: Esquema representativo dos alvos regulados pelo cluster miR-17-92 e as vias
envolvidas. A superexpressdo de c-MYC ou a amplificagdo da regido cromossdmica 13g31 pode
induzir um aumento na expressdo dos seis membros do cluster miR-17-92. Dependendo do
miRNA expresso, o cluster miR-17-92 pode induzir proliferagdo celular, através da inibi¢do de
p21, inibicdo da apoptose pela inibicdo de Bim e/ou Pten ou aumento de angiogénese através da

inibicdo do fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF) e/ou trombospondina 1 (Tsp 1).

1.5.5 A familia miR-34

A familia miR-34 é composta por trés membros, miR-34a, miR-34b e miR-34c
que sdo transcritos por dois genes localizados em cromossomos diferentes. O miR-34a é
transcrito a partir de um gene préprio e 0 miR-34b/c a partir de um mesmo gene, como
mostrado na figura 1.9 (HERMEKING H, 2010). Em camundongos, o0 miR-34a é
expresso em altos niveis no cérebro, enquanto que os miR-34a/b sdo mais expressos no
pulmdo. No entanto, com exce¢do do pulméo, 0 miR-34a é mais expresso que 0s miR-
34a/b (BOMMER GT, et al., 2007; LODYGIN D, et al., 2008). No entanto, ambos 0s
membros da familia 34 sdo alvos de transcrigdo da proteina p53. Sendo assim, a familia
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miR-34 atua na via de p53, promovendo inibicdo da proliferacdo celular e inducao de
apoptose (MISSO G et al., 2014).

A

iR-, I g
miR-34a locus ~30 kbp miR-34a

[
Chr. 1p36 —ﬁ&—/%ﬂg{‘ B2
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Cyclin D1
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Figura 1.10: Representa¢do esquematica dos membros da familia miR-34. Em A, gene do
miR-34a e miR-34b/c. Os quadrados pretos representam os hairpins de miRNAs e 0s brancos 0s
éxons. Os retangulos tracejados representam os sitios de ligacdo a proteina p53. Em B, sequéncia
de nucleotideos da familia miR-34. A nucleotideos destacados representam a regido SEED,
sequéncia que se liga ao RNAm alvo; * representam bases semelhantes. Em C, via de ativacao da
familia miR-34 com os principais alvos e eventos associados. (Adaptado de HERMEKING H,
2010).

Vaérios trabalhos tém demonstrado alteracdes da familia miR-34 em diferentes
tipos de tumor, evidenciando a importancia dessa familia na oncogénese. Em
neuroblastoma, por exemplo, foi relatado 30% de delecdo de miR-34a (COLE KA et al.,
2008). Ja os miR-34b/c foram observados silenciados geralmente por metilagdo do DNA
em tumores de ovario, pulmao, colon, mama e no LDGC-B (LUJAMBIO A et al., 2008;
LODYGIN D et al., 2008; ASMAR F, et al., 2014). Adicionalmente, modelos
experimentais de carcinoma de figado também mostraram diminuicdo da expressdo de
miR-34a. Dessa forma, a inativagdo da familia miR-34 é um evento comum na

tumorigénese.

Atualmente, varios estudos tém relatado o papel da familia miR-34 em

malignidades linfoproliferativas. Na leucemia linfocitica cronica, baixos niveis de miR-
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34a foram correlacionados com mutacdo em TP53 ou delecdo 17p e essas alteracdes
tiveram um impacto negativo no prognostico (ASSLABER D et al., 2010). Além disso,
no mieloma multiplo também foi detectada baixa expressdo de miR-34b/c devido a
metilacdo do promotor sendo mais frequente nos casos que apresentavam recaida
(WONG KY et al., 2011). Mais recentemente foi caracterizado um grupo de pacientes
com LDGC-B que apresentavam mutagdo em TP53 e metilagio em miR34-a com
desfecho clinico desfavoravel (ASMAR F, et al., 2014). Em relacdo ao LB, ndo h&
informacdes a respeito do impacto desta familia no progndstico dos pacientes. No entanto
em um estudo foi observado menor expressdo do miR-34b em pacientes com auséncia da
translocacédo envolvendo MY C (n=5) em relagéo aos pacientes com a translocagéo (n=10)
(LEUCCI et al., 2008). No entanto, estudos recentes ndo observaram diferenca na
expressao do miR-34 em relacdo a translocacdo de MYC. (LENZE et al.,, 2011;
SALAVERRIA et al., 2015).

A familia miR-34 inibe a progressao do ciclo celular no ponto de checagem G1/S,
levando a degradacdo do RNAm de varios proto-oncogenes que atuam na via de pl6 e
p53/ARF, incluindo: c-MYC, CDK6, CDK4, CCND1 e CCNEZ2, reguladores positivos
do ciclo celular (MEYERSON & HARLOW, 1994). Importante ressaltar que 0 miR-34
foi mais eficiente em promover a parada do ciclo celular do que modelos nocautes para
as vias citadas, sugerindo um modelo de cooperacdo entre as vias (PSATHAS &
TIKHONENKO, 2014). Além disso, foi mostrado que o miR-34a regula os niveis de
proteina E2F em células de cancer de c6lon, embora um mecanismo de alvo direto ainda
ndo tenha sido estabelecido (TAZAWA et al., 2007).

A familia miR-34 foi a primeira a ser descrita como ativada por p53, através da
observacao da inducdo de miR-34b/c em resposta ao dano ao DNA (CANNELL IG et al.,
2010). Além disso, miR-34 induz apoptose através da inativacdo de SITR1, uma
deacetilase que inativa p53 através da deacetilacdo da lisina 382 (YAMAKUCH]I et al.,
2008). Como consequéncia, observa-se um aumento das proteinas pré-apoptéticas
ativadas por p53: NOXA e PUMA, além da reducdo da antipoptotica BCL-2.
Adicionalmnte, BCL-2 também é alvo direto de miR-34 (BOMMER et al., 2007).
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Além da atividade pré-apoptotica, miR-34 também tem como efeito a inibicéo
daapoptose em alguns determinados modelos. Esse processo ocorre uma vez que MYC é
um dos alvos reprimidos por miR-34 (KONG et al., 2008; CHRISTOFFERSEN et al.,
2010). Desse modo, em modelos em que ndo ha alteracdo na via MY C-ARF-MDM2-p53,
a superexpressdo do miR-34 reduz os niveis de MYC e, consequentemente, diminui a
estabilidade de p53 (SOTILLO E et al., 2011). Além disso, esses achados foram
correlacionados com diminuicdo da sensibilidade a agentes quimioterdpicos
(CATUOGNO et al., 2013). Dessa forma, a manipulacédo dos niveis de miR-34 para fins

terapéuticos, deve ser avaliada dentro do contexto genético da malignidade.

A familia miR-34 vem sendo bastante avaliada como terapia em diversos modelos
de cancer (MISSO G et al., 2014). A utilizacdo de miméticos do miR-34a, que sao
miRNASs sintéticos capazes de restaurar a expressdo do miRNA, tem mostrado resultados
promissores em tumores sélidos tendo sido observando inibicdo do crescimento tumoral
em modelos de cancer de pancreas, pulméo e prostata in vivo (J1 et al., 2008; WIGGINS
JF et al., 2010). No campo dos linfomas foi utilizado um modelo de xeno-enxerto de
LDGC-B atraves de inje¢des intravenosas de miR-34a em camundongos sendo observada
uma reducdo de 76% no crescimento tumoral relacionada a apoptose dos linfocitos B
malignos (CRAIG VJ, et al., 2012). Assim, 0 miR-34a foi o primeiro miRNA a entrar
em estudo clinico. Um estudo de fase | esta sendo conduzido em pacientes com cancer de
figado metastatico através da administracdo do MRX34, mimético do miR-34a ligado a
nanoparticulas lipossomais (BOUCHIE A, et al., 2013).

1.6 Justificativa para o estudo

O tratamento do LB de Burkitt é considerado uma emergéncia oncolégica uma
vez que se trata de um tumor altamente agressivo que pode dobrar de tamanho em até 24
horas. O tratamento baseia-se em doses elevadas de quimioterapicos em intervalos curtos
resultando em mucosite severa, toxicidade hematoldgica, e efeitos tardios como doengas
cardiacas e infertilidade (PATTE et al., 2007). Apesar da taxa alta de resposta ao
tratamento (sobrevida de cerca de 80% para estdgios avancados), para 0 grupo de

pacientes resistentes, a terapia de resgate tem sido ineficaz. Diante desse panorama, sdo
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necessarios estudos que possibilitem uma terapia alvo para o LB afim de reduzir a
toxicidade ao tratamento e consequentemente reducdo das comorbidades e sequelas, e
principalmente aumentar a sobrevida para o grupo de pacientes de alto risco.

Neste contexto, um entendimento dos miRNAs expressos no LB mostra-se
bastante promissor na elucidacdo de possiveis alvos terapéuticos. Adicionalmente, a
utilizacdo de drogas epigenéticas a fim de restaurar a expressdo de miRNASs suprimidos
epigeneticamente parece ser uma estratégia promissora para o tratamento do cancer.
Experimentalmente tem sido observado que a restauracdo da expressdao de miRNAs
silenciados por metilacdo através da utilizacdo de agentes demetilantes € capaz de
suprimir a expressdo de oncogenes, levando a uma diminui¢do do crescimento tumoral
(LUJAMBIO Acetal., 2008; TOYOTA M et al., 2008). Além disso, a fungdo dos miRNAs
pode ser especificamente e eficientemente inibida através da utilizacdo de
oligonucleotideos antisenso modificados quimicamente. Alguns inibidores ja estdo em
fases pré-clinicas de avalicdo, evidenciando o papel promissor dos miRNAs no

desenvolvimento de novas terapias anti-tumorais (LI & RANA, 2014).
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral:

Avaliar o papel de c-MYC na regulacdo de microRNAs e seu envolvimento na

patogénese e prognostico do linfoma de Burkitt.

2.2 Especificos:

e Auvaliar a expressao dos miRNAs regulados por c-MYC (miR-17, miR-19a, miR-
19b, miR-20a, miR-92a e da familia miR-34) em amostras tumorais de LB

pediatrico;

e Quantificar os niveis de RNAmM de c-MYC em amostras tumorais de LB pediatrico
e correlacionar com a presenca da translocacgdo envolvendo c-MYC,;

e Correlacionar os niveis de miRNA do cluster 17-92 com os niveis de RNAmM c-

MYC em amostras de LB pediétrico;

e Correlacionar os niveis do miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a e miR-92a com
a expressdo da proteina pro-apoptotica BIM;

e Analisar o impacto dos niveis de expressdo dos miRNAs (miR-17, miR-19a, miR-
19b, miR-20a, miR-92a e da familia miR-34) no progndstico do LB pediétrico;

e Avaliar o efeito da utilizagéo de agente demetilante de DNA na expressdo do miR-
34 e de c-MYC em linhagens celulares de LB;

e Auvaliar o efeito da estabilizacdo protéica de c-MYC na expressao dos miRNAs
regulados por c-MYC em linhagens de LB,;

e Investigar o efeito da estabilizacdo de c-MYC na localizagdo subcelular da

proteina Drosha;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecéo de pacientes e controles

Foram selecionadas de forma retrospectiva amostras tumorais incluidas em
parafina com diagnostico de LB que foram registradas no Servi¢co de Hematologia do
INCA no periodo de 1995 a 2011. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da instituicdo (Registro CEP N° 18/09) (Anexo I). Como critérios de inclusdo
de pacientes foram utilizadas as amostras que tiveram o diagnostico confirmado pela
patologia (L.M.M), a disponibilidade do bloco tumoral, afim de que ndo esgotasse o
material do paciente, e RNA com boa qualidade. S6 foram incluidos os pacientes com
dados demogréficos e de acompanhamento clinicos acessiveis, e idade inferior ou igual a
18 anos. As amostras que ndo tiveram o diagnostico de LB confirmado de acordo com o0s
critérios de classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (JAFFE et al., 2009) foram
excluidas do estudo, assim como, as que ndo apresentavam os critérios de inclusdo. Desse
modo, 57 pacientes foram elegiveis para o estudo. Todos 0s pacientes elegiveis receberam
0 mesmo esquema de tratamento quimioterapico baseado no protocolo NHL-BFM 86/90
(Berlin-Frankfurt-Munster), (KLUMB et al., 2004).

Como amostra referéncia das analises de expressdo de miRNA e RNAm foram
utilizados cortes histolégicos de linfonodo reacional incluidos em parafina obtidos de

individuos sem neoplasia.
3.2 Obtencao dos dados clinicos e demograficos dos pacientes

Os dados clinicos e demograficos dos pacientes foram obtidos através de consulta
direta ao prontuario e pela utilizacdo do sistema de dados da instituicdo (Intranet). O
estadiamento dos pacientes foi realizado com base nos critérios de classificacdo de St.
Jude (DIEBOLD et al., 2001).
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3.3 Deteccgdo do virus Epstein-Barr em amostras tumorais de LB

O status do virus Epstein-Barr nas amostras tumorais ja havia sido determinado
por hibridizacdo in situ previamente em estudos do nosso grupo (MACHADO et al.,2010;
ROBAINA et al., 2015).

3.4 Analise da translocacéo envolvendo c-MYC por FISH

A presenca da translocagéo envolvendo c-MYC foi realizada utilizando a sonda
LSI MYC Dual-Color Break-apart Rearrangement (Vysis, Abbott, Abbott Park, IL)
como descrito previamente (QUEIROGA et al, 2008). Os dados foram obtidos através de

uma colaboracdo com o Laboratorio Bacchi, Consultoria em Patologia (Botucatu, SP).

3.5 Linhagens celulares

Linhagens celulares derivadas de LB endémico (EBV+) Daudi, Raji e Namalwa e
de LB esporadico BL41 e Ramos (EBV-) e a linhagem linfoblastéide B, P493-6, que
possui 0 promotor de c-MYC controlado por tetraciclina (PAJIC et al., 2000) foram
utilizadas no estudo. As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Gibco), e L-glutamina
(2mM). Além disso, as linhagens foram mantidas em uma atmosfera Umida contendo 5%
de CO2 a 37°C, para mimetizar as condigdes fisiologicas. As linhagens celulares tiveram
0s genotipos confirmados pela técnica de STR (short tandem repeat) e foram testadas

para micoplasma.
3.5.1 Tratamento das linhagens celulares

As linhagens (Daudi, Raji, Ramos e Namalwa) foram cultivadas na concentracao
de 5x10° células/ml e a linhagem BI41 foi cultivada a 8x10° células/ml. As células foram
incubadas com 5-aza-2-deoxycytidina (5-aza-dC, decitabina, SIGMA) nas concentracfes
de 0,125, 0,250, 0,500 e 1,00 uM durante 24h. Em seguida, as células foram centrifugadas
a 1800 rpm por 5 minutos, e entdo foi removido 0 meio com decitabina e foi adicionado
meio sem decitabina sendo as células mantidas na estufa contendo 5% de CO2 a 37°C por
mais 72h. A cada 24h era avaliado o nimero de células viaveis pelo corante azul de tripan,
um corante vital que tem a funcéo de diferenciar células vivas de células mortas.
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As linhagens Ramos e Daudi que ndo apresentam mutacédo na treonina 58 (T58)
do gene c-MYC (GREGORY & HANN, 2000) foram utilizadas para os experimentos com
CHIR-99021 (Selleckchem), inibidor de GSK3p, na concentra¢do de 3uM durante 2, 4 e
6h.

A linhagem P493-6 foi cultivada na presenca de 20 ng/ml de tetraciclina por 24h.
Posteriormente, as células foram centrifugadas e lavadas trés vezes com PBS e incubadas
com meio sem tetraciclina a 37°C por 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas. Ap06s 0s
tratamentos, pellets contendo 5x10° células foram lavados trés vezes com PBS e
armazenados para extracdo de proteinas e foi adicionado 1ml de trizol para posterior

extracdo de RNA.

3.6 Extracdo de RNA e miRNA de amostras tumorais de LB incluidas em parafina

As amostras tumorais utilizadas para este estudo foram obtidas a partir de blocos
de parafina previamente armazenados na Divisdo de Patologia (DIPAT) do Instituto
Nacional de Céancer. Os blocos foram cortados com auxilio de um micr6tomo produzindo
cortes de 10uM de espessura. Para cada amostra, quatro cortes de 10uM foram
acondicionados em tubos tipo eppendorf estéreis e mantidos em geladeira até a sua
manipulagéo. A fracdo total de RNA, incluindo miRNA e RNAm, das amostras tumorais
de LB incluidas em parafina foi extraida através do Recover AII™ Total Nucleic Acid

Isolation Kit for FFPE (Ambion), segundo especificacbes do fabricante.

3.7 Extracgédo de RNA de linhagens celulares

A extracdo do RNA total das linhagens celulares foi realizada pelo método de

Trizol segundo especificacdes do fabricante.

3.8 Quantificacdo de RNA

A quantificacdo e o grau de pureza do RNA total extraido foram obtidos através
do espectrofotdbmetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Scientific). A avaliacdo da pureza
de uma preparacdo de acido nucléico pode ser avaliada através da analise da razéo dos

comprimentos de onda 230, 260 e 280 nm. A razdo 260/280 de aproximadamente 1,8 é
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aceitavel, indicando pureza do é&cido nucléico. Se esta razdo for inferior a 1,8
possivelmente existem contaminantes que absorvem no comprimento de 280 nm, como
por exemplo, proteinas e fenol. Ja a razdo 260/230 é uma medida secundaria de pureza de
acidos nucléicos, sendo aceitavel na faixa de 1,8 a 2,2. Valores inferiores indicam a
presenca de contaminantes, como EDTA, fenol, TRIZOL e outros compostos aromaticos.

As amostras de RNA com razdes inferiores a 1,8 ndo foram utilizadas nesse estudo.

3.9 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA das amostras tumorais incluidas em parafina e das linhagens
celulares foi realizada a partir de 500 ng de RNA, através do kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), baseado na utilizacdo de primers
randdémicos para iniciar a sintese do cDNA. Este método € mais recomendado uma vez
que a perda da cauda poli A do RNAm ¢é frequente em amostras incluidas em parafina e
pode dificultar o processo de sintese baseado em oligo dT (FARRAGHER et al., 2008).

3.10 PCR em tempo real
3.10.1 Quantificacdo dos niveis de RNAmM

A anélise dos niveis de RNAm c-MYC foi realizada por PCR em Tempo Real
utilizando o método de deteccdo TagMan e quantificacdo relativa através do método 2
AACT O gene TBP (Tata box binding protein) foi utilizado como controle endégeno e uma
amostra de linfonodo reacional incluido em parafina foi utilizada como referéncia. Um
controle negativo sem adicdo de DNA foi utilizado em todas as reacdes. As sondas TBP
(Hs00427621_m1) e c-MYC (Hs00153408_m1) foram obtidas da Applied Biosystems. O
volume final da reacgéo foi de 10 pL contendo 1X TagMan universal Master Mix (Applied
Biosystems), 1X TagMan assay (Applied Biosystems) e 2 uL de cDNA. As condicOes de
termociclagem foram: 95°C por 10 minutos seguidos por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 15 segundos, e anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto. Todas as rea¢des foram

realizadas em duplicatas utilizando o termociclador StepOne (Applied Biosystems).
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3.10.2 Quantificacdo dos niveis de microRNAs

O cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription e os iniciadores para RT (reverse transcription) fornecidos juntamente com
as sondas no Kit TagMan® MicroRNA Assays. Para a sintese de cDNA das amostras de
pacientes, foram utilizados 10ng de miRNA. Ja para as amostras de linhagens celulares
que foram extraidas por Trizol, sem enriquecimento da fracdo de miRNA, foram
utilizados 100ng de miRNA para a sintese de cDNA. Para cada alvo [hsa_miR-17
(NR_002308), hsa_miR-19a (NR_000395), hsa_miR-19b (NR_000396), hsa_miR-20a
(NR_000580), hsa_miR-92a (NR_000430), hsa_miR-34a (NR_000426), hsa_miR-34b
(NR_002102), hsa_miR-34c (NR_000428), e RNU6B (NR_002752)] foi realizada a
sintese de um cDNA especifico utilizando os iniciadores fornecidos. Os iniciadores para
sintese de cDNA a partir de miRNAs apresentam uma estrutura em grampo que aumenta
a especificidade da reacdo. Para a sintese de cDNA ¢ feito uma reacdo em tubo estéril
para cada alvo de acordo com as especificacbes do fabricante. Foi utilizado o
termociclador Peltier Thermal Cycler (PTC-100) Bio-Rad para a reacdo de sintese. A
reacao teve inicio com as seguintes condi¢des: 30 minutos a 16°C, seguido de 30 minutos
a 42°C, 5 minutos a 85° e 4°C. Ap0s o término da reacdo, a amostra foi armazenada a -
20°C até a sua utilizagdo. A andlise dos niveis de miRNA foi realizada por PCR em
Tempo Real utilizando o método de deteccdo TagMan e quantificacdo relativa através do
método 24T, Todas as reagOes foram realizadas em duplicatas conforme descrito no

item anterior.

3.11 Deteccédo da proteina BIM por imunoistoquimica

A deteccdo da expressao de BIM foi realizada por imunoistoguimica nas laminas
provenientes do Tissue Microarray (TMA). Laminas contendo cortes do tumor coradas
com hematoxilina e eosina referentes aos blocos de cada paciente foram analisadas pela
patologista LMR para selecionar a regido representativa em cada corte tumoral. A area
do tecido selecionada foi fixada em um bloco de parafina denominado de “bloco receptor”
através da utilizacdo do Tissue Microarrayer (Beecher Instruments). O didmetro de cada
amostra incluida foi de 2,0 mm com espagamento tanto no eixo x quanto no eixo y de

3,0mm. Em sequéncia, os blocos de TMA foram cortados com uma espessura de 4 um e
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aderidos a uma lamina. As laminas de TMA foram desparafinizadas através de trés
imersdes em banhos de xileno P.A. (pureza minima 99% - Vetec®) sendo a primeira
imersdo com duracéo de 5 minutos e as duas ultimas de 10 minutos cada e re-hidratadas
através de quatro imersdes em banhos de etanol P.A. (pureza minima 99,8% - Merck®)
sendo cada imersdo com duracdo de um minuto cada, seguida de lavagem em &gua
corrente por 5 minutos. Em sequéncia, as amostras foram submetidas a recuperacao
antigénica em Tampé&o Tris EDTA pH 9,0 por 20 minutos a 98 °C em steamer (Arno®).
Apds a recuperacdo antigénica, as amostras foram resfriadas por 10 minutos a temperatura
ambiente, imersas no tampdo, e depois lavadas por 5 minutos em agua corrente. Apds
este processo, as amostras foram lavadas em Tamp&o Tris Salino (TBS) (0.05M Tris
Base, 0,9% NaCl) pH 7.6 trés vezes por 5 minutos. Para maximizar e tornar homogéneo
0 contato dos reagentes com as amostras, 0 contorno dos tecidos foi marcado com uma
caneta cuja tinta hidrofébica (PapPen — Dako®) que delimita a area de aplicacdo e a
localizacdo dos reagentes utilizados na técnica. Em seguida, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena através da incubagdo das amostras com peroxido de hidrogénio 3%
por 20 minutos. Apds este processo, as amostras foram submetidas a imersdo em agua
destilada e lavadas em TBS pH 7.6 trés vezes por 5 minutos. Logo apds, foi realizado um
bloqueio para prevenir ligagOes inespecificas através da incubacdo das amostras com uma
solugdo de blogueio contendo leite em p6 desnatado a 2%, albumina sérica bovina fragdo
V (BSA) a 2,5% e soro fetal bovino a 8% por 30 minutos. A seguir, removido 0 excesso
da solucdo de bloqueio, as amostras foram incubadas com anticorpo primario monoclonal
anti-Bim 1:200 (AAP-330 - Assay Resignin) a 4 °C overnight. O anticorpo primario foi
diluido em uma solucdo contendo azida sédica a 0,18%, BSA a 0,1% em TBS. No
controle negativo, foi omitido o anticorpo primario e aplicou-se apenas a solucao diluente
dos anticorpos no material. Apds a incubagdo com o anticorpo primario, as amostras
foram imersas em agua destilada e lavadas em TBS pH 7.6 trés vezes por 5 minutos. Em
seguida, as amostras foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado a um
polimero associado & peroxidase (Envision, Dako) por uma hora. Em sequéncia as
amostras foram imersas em agua destilada e lavadas em TBS pH 7.6, trés vezes por 5
minutos. Para visualizacdo da marcacéo, as amostras foram incubadas com o cromégeno
tetracloro 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Dako) (substrato da peroxidase, convertido por

ela em um metabdlito acastanhado) a 10 uL por mL de tamp&o diluente (1:100) por um
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minuto, e lavadas em agua corrente por 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram
incubadas em Hematoxilina de Harris (HH) por 20 segundos para uma discreta contra-
coloracdo, e lavadas em agua corrente por mais 5 minutos. Por fim, as amostras foram
desidratadas através de imersdo em quatro banhos de etanol P.A., seguidos por quatro
banhos de xileno P.A. por um minuto cada e a cada ldamina foi aderida uma laminula com

balsamo de Damar, permitindo visualizagcdo em microscopio.

A quantificacdo da expressédo foi realizada em microscopio 6ptico com aumento
de 40 vezes. Foram considerados negativos 0s casos que ndo apresentaram expresséo, ou
com percentual de células tumorais positivas inferiores a 10%. Como casos positivos para
expressao foram considerados aqueles que apresentaram marcacdo citoplasmatica
superior a 10%. A andlise foi realizada pela médica patologista sem conhecimento das
caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes sempre acompanhada pela aluna. As
imagens fotograficas foram feitas em um microscépio Nikon Eclipse E200 ligado a um
sistema de digitalizacdo Digital Sight conectado a um computador e as imagens foram

captadas no programa NIS-Elements F 2.30.

3.12 Western Blotting

Para a analise de expressdo protéica, a extracdo de proteinas totais foi realizada
utilizando o tamp&o de extracdo Invitrogem ao pellet celular (5x108 células) conforme
especificacOes do fabricante. Esses extratos protéicos foram entdo centrifugados a 13000
RPM por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante retirado e armazenado a -20°C. As proteinas
foram quantificadas utilizando o método de Lowry (BIO-RAD) (LOWRY et al., 1951).
Foram utilizados 30pg de proteina de cada amostra e acrescentados 15 pL de tampéo de
amostra contendo Tris-HCI 0,06 M, pH 6,8; SDS 2%, glicerol 10%, Azul de bromofenol
0,025% e B-mercaptoetanol 200 mM. As amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos
antes de serem submetidas a eletroforese unidimensional segundo protocolo de SDS-
PAGE de Laemmli (do inglés, sodium dodecyl sulfate-poliacrylamide gel
electrophoresis) (LAEMMLI UK, 1970). Este protocolo baseia-se na utilizagdo de um gel
de poliacrilamida de 12%, constituido por 3,35 mL de &gua destilada, 2,5 mL de Tris-
HCI, pH 8,8, 1,5 M; 100 puL de SDS 10%; 4 ml de acrilamida/bisacrilamida (30%); 50
pL de persulfato de amdnio 10% e 5 uL de TEMED (gel de resolucédo), separando as
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proteinas de acordo com o seu peso molecular. Sobre o gel de resolucdo, apds
polimerizacgdo, foi feito o gel de empilhamento (stacking gel), constituido de 6,1 mL de
agua destilada, 2,5 mL de Tris-HCI, pH 6,8, 0,5M; 1,3 mL da solucdo de
acrilamida/bisacrilamida 30% e 100 pL de SDS 10%. Apds completa polimerizacédo
(aproximadamente 30 minutos), foi acrescentado o tampéo de eletroforese composto por
Tris 0,025 M, glicina 0,0192 M, SDS 0,1% (p/v), pH 8,3. As amostras foram aplicadas
de maneira que sempre havia no gel um poco preenchido pelo padréo de peso molecular
Rainbow (Amersham Biosystems/GE Healthcare). Ao término da aplicacdo das amostras,
teve inicio a eletroforese das proteinas em gel a 120 V constantes por aproximadamente

uma hora e trinta minutos.

Apos eletroforese, as bandas protéicas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose Hybond™ECL, (Amersham Biosciences) utilizando-se tamp&o contendo
Tris 25 mM, Glicina 193 mM e 20 % de metanol em uma cuba de transferéncia imida a
100 V por 1 hora. Apos transferéncia, a membrana foi lavada duas vezes com TBST (Tris
—HCI, pH 8,0 10 mM, NaCl 150 mM e Tween-20 0,02%). Para verificar se a transferéncia
foi eficiente, as membranas foram coradas com Vermelho de Ponceau (Ponceau S 50mg,
Acido Acético glacial 5%, agua Milli-Q g.s.p. 50 mL). Em seguida a membrana foi lavada
com TBST (tampédo TBS Tween) e incubada por 1h com uma solucéo contendo TBST e
5% de leite em pd desnatado a temperatura ambiente sob agitacdo leve e depois lavada
em tampdo TBST por 1 minuto. Em seguida, a membrana foi incubada com os anticorpos
especificos anti-Myc (1:200 Epitomics), anti-Bim (1:1000 C34C5, Cell Signaling) ou anti
[B-actina (1:3000 Sigma-Aldrich) (usada como controle constitutivo de expresséo proteica
basal), diluidos em TBST leite 5% overnight a 4°C. Apo6s incubacdo com o anticorpo
primario, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos cada, em TBST sob agitacdo leve
em temperatura ambiente e incubada com os respectivos anticorpos secundarios (anti
mouse 1:5000; anti rabbit 1:6000) diluido em TBST 5% de leite por 1 h a temperatura
ambiente, sob agitacdo suave, e seguida de 3 lavagens de 10 minutos cada em TBST. As
bandas das proteinas de interesse foram reveladas utilizando-se o Kit ECL Prime (GE
Healthcare, UK) de acordo com as especificacbes do fabricante e as bandas foram
visualizadas no C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA) ou no filme de raio-
X.
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3.13 Transfeccdo com inibidor de miR-17

A linhagem Daudi foi plaqueada em placa de 12 pogos (2 x 10° células por pogo)
em meio opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e transfectadas com o inibidor do
miR-17 (hairpin inhibitor, IH-300485-06, Dharmacon) ou com o controle negativo
baseado na utilizacdo do miRNA 67 de C. elegans (IN-001005-01, Dharmacon) sem
complementariedade com alvos humanos. A transfeccdo foi realizada com o reagente
Lipofectamine® RNAIMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as
especificacbes do fabricante. Este sistema de inibicdo consiste na utilizagcdo de
oligonucleotideos fita simples de RNA em forma de grampo que sdo complementares a
sequéncia de miRNA maduro, e por isso, inibem a fungcdo dos mesmos. Decorridos 24 e
48 horas da transfec¢do as células foram coletadas para analise da expresséo protéica por
western blotting conforme descrito anteriormente utilizando os seguintes anticorpos: anti-
Bim (C34C5, Cell Signaling), anti-cMyc (9E10, Calbiochem) e anti-p-actina (A3854
Sigma).

3.14 Vetores plasmidiais

As bactérias contendo os vetores plasmidiais, GFP-Drosha e GFP-Drosha
S300/302A foram cedidos pelo Dr Bharat Ramratnam (Addgene plasmid #62520 e
#62530, respectivamente) (TANG et al, 2010). A cultura de bactérias foi plagqueada em
meio LB Broth Base (Invitrogen) com Kanamicina (50 pug/mL) e incubada overnight a
37°C. Em seguida, foram selecionadas trés colénias formadas a partir de cada vetor e
crescidas em 2 ml de LB liquido com Kanamicina no agitador a 37°C. Decorridas 6 horas,
o DNA plasmidial foi extraido das respectivas col6nias utilizando o kit de mini-prep
(Plasmid Mini Kit, Qiagen). Os plasmideos foram verificados através da digestdo com
enzimas de restricdo especificas (Hindlll e Kpnl, New England BioLab-NEB) e corrida
em gel de agarose 1% em TAE (Tris-Acetato-EDTA). Posteriormente, 0 DNA plasmidial
foi sequenciado utilizando o primer 5'-AGGCATCGGTCCCTGGAT-3' e a sequéncia do
gene da Drosha foi verificada através do software FinchTV. Desse modo, as bactérias
contendo os plasmideos verificados foram expandidas em meio LB contendo Kanamicina
para extracdo dos plasmideos por maxi-prep (PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep Kit,

Invitrogen) e utilizagdo nos experimentos de transfeccgdo das culturas celulares.
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3.15 Transfeccéo celular

Os plasmideos foram transfectados em células 293 que sdo células de rim
provenientes de embrido humano, cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Gibco), L-glutamina (2mM) e mantidas
em estufa contendo 5% de CO> a 37° C. As células foram plaqueadas 24 horas antes da
transfeccdo de modo que houvesse 60% de confluéncia no momento da transfeccéo. Foi
utilizado tripsina-EDTA (0.5%) (Gibco) para remover as células da placa e, entdo,
utilizadas 2x10° células para transfeccdo. As células foram eletroporadas utilizando o
programa A-023 do sistema AMAXA® com o reagente V (Lonza) utilizando 2 pg dos
plasmideos GFP-Drosha, GFP-Drosha S300/302A ou pmaxGFP® (controle positivo da
técnica). A eficiéncia da transfeccdo foi avaliada por citometria de fluxo, através da
quantificacdo do percentual de células GFP positivas transfectadas com o vetor
pmaxGFP®.

3.16 Microscopia confocal

A localizagdo da proteina Drosha nas linhagens ndo transfectadas foi realizada
pela técnica de imunofluorescéncia. Foram lavadas 10* células com o meio de cultura
gelado, centrifugadas a 1200 RPM e fixadas em paraformaldeido 2% em tampao fosfato,
0,1M, pH 7,4 e sucrose, 0,03M em incubadas durante 20 minutos em gelo. Em seguida,
as células foram lavadas duas vezes com PBS/BSA 1% e permeabilizadas com saponina
0,5%, PBS, sucrose 0,03M e BSA 1% durante 5 minutos em temperatura ambiente e
lavadas com PBS/BSA 1%. Em seguida, as células foram blogueadas por 15 min com
PBS/BSA 5%. As células foram centrifugadas e aos tubos, foram adicionados 500 ul do
anticorpo anti-Drosha (1:250; ab12286, Abcam), e incubados overnight a 4°C.
Posteriomente, as células foram lavadas trés vezes com PBS/BSA 1% e incubadas com
500 ul do anticorpo secundario anti-rabbit Alexa488 (1:200; Invitrogen). Apos 30 min de
incubacdo, as células foram submetidas a trés lavagens com PBS/BSA 1%, seguidas de
centrifugacgdes. Por fim, os pellets foram resuspendidos em 200 pl de PBS/BSA 1% e
adicionados em laminas eletricamente carregadas. Decorridos 20 minutos a solugéo foi

aspirada e as laminas foram aderidas a uma laminula com meio de montagem contendo
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DAPI (Vectashield; cat# H1200) e visualizadas no microscépio confocal Leica STED 3x
Super Resolution Confocal System.

3.17 Fracionamento subcelular

O fracionamento subcelular foi realizado pelo kit NE-PER (NEPER® Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents; Thermoscientific) de acordo com as especificagfes do
fabricante, para verificar se ocorria uma alteracdo na localizacdo da Drosha mediante o
tratamento com o CHIR-99021 (Selleckchem). A separacdo das fracGes nuclear e
citoplasmatica foi viabilizada e os niveis de Drosha foram avaliados em cada fragédo

subcelular pela técnica de Western blotting.
3.18 Analise estatistica

As comparagdes entre as varidveis categoricas foram realizadas através do teste
de chi-quadrado ou teste exato de Fisher. As andlises entre variaveis continuas foram
feitas através do teste de Mann Whitney e Kruskal-Wallis. As curvas de sobrevida foram
desenvolvidas utilizando o método de Kaplan-Meier. A comparacédo entre as curvas para
cada caracteristica foi realizada através de anélise univariada com o teste de Log-rank. A
analise multivariada para identificar os fatores prognosticos independentes foi realizada
pelo método da regressdao de Cox. Foi utilizado um intervalo de confianca de 95% e as
diferengas foram consideradas significativas quando P<0,050. As analises foram

realizadas no programa SPSS 20.0.
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4 DESENHO EXPERIMENTAL DO ESTUDO
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Figura 4.1: Fluxograma ilustrando o desenho experimental do estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com LB

Foram selecionados para o estudo 57 casos de LB esporadico, sendo que 2 (3,5%)
casos foram de LB associado ao HIV. Foi observada uma maior frequéncia do género
masculino, sendo 43 (75,4%) pacientes masculinos e 14 (24,6%) do género feminino,
sendo a razdo masculino/feminino igual a 3,1. Em relacéo a idade, a variacéo foi de 2 a
18 anos com mediana de 7 anos. Ao analisar a frequéncia de distribuicdo das idades dos
pacientes observamos que 82,5% dos pacientes eram criancas, considerando até 12 anos
incompletos, e que apenas 17,7% da populacdo era constituida por adolescentes (12 a 18
anos).

De acordo com os critérios do estadiamento de St Jude, a maioria dos pacientes,
ou seja, 45 de 57 (78,9%) foram diagnosticados nos estagios II/IV que representam
doenca avancada, e apenas 12 (21,1%) pacientes nos estagios I/l que caracterizam
doenca localizada. Em relacdo aos niveis séricos de LDH foi observada uma variacgao de
23a6.122 UI/L com média de 1.297 UI/L sendo que em 25 (45,5%) dos pacientes a LDH
estava duas vezes acima do valor normal (>1000 UI/L; valor normal <500 UI/L). Dois
pacientes ndo tiveram a LDH determinada ao diagndstico. O EBV foi detectado em 27/54
(50%) das amostras tumorais. Nao foi possivel verificar associacdo ao EBV em 3 casos
devido & baixa qualidade do tecido tumoral ou a quantidade insuficiente de amostra
tumoral. Foi possivel avaliar a translocacdo envolvendo c-Myc em 41 amostras, sendo 35
(85,4%) casos positivos para a translocacdo e em 6 casos foi observada auséncia de
translocacdo (14,6%). A tabela 5.1 mostra as frequéncias dos dados clinicos e
demograficos observados na série de pacientes com LB. Os casos de LB sem a
translocagido de c-MYC foram reavaliados e tiveram o diagndstico confirmado pela
patologista do estudo LMR de acordo com as caracteristicas imunofenotipicas e clinicas.
Adicionalmente, ndo foi observada diferenca entre as caracteristicas clinicas envolvendo
a presenca da translocacdo de c-MYC. As caracteristicas clinicas desses pacientes estdo
descritas nas tabelas 5.2 e 5.3.
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Tabela 5.1: Caracteristicas Clinicas e Bioldgicas dos pacientes com LB.

Caracteristica Numero (%)
Diagnostico
LB esporadico 55 (96,5)
LB HIV 2 (3,5)
Género
Feminino 14 (24,6)
Masculino 43 (75,4)
Idade (anos)
Media 7,5
Mediana 6,5
Variagao 2-18
Estagio
/11 12 (21,1)
/v 45 (78,9)
LDH
>1000 UI/L 25 (45,4)
<1000 UI/L 30 (54,6)
EBV
Positivo 27 (50)
Negativo 27 (50)
c-Myc translocado
Presente 35 (85,4)
Ausente 6 (14,6)

LDH (lactato desidrogenase); EBV (virus Epstein-Barr)

Tabela 5.2 Caracteristicas clinicas-biologicas dos pacientes c-MYC néo translocado

Paciente ldade/Género Sitio acometido LDH (U/L) Estagio EBV status Desfecho

1 11/M fleo 385 [ Negativo Vivo
2 10/F Nasofaringe 575 I Negativo Vivo
3 6/F Abdbmen 536 i Negativo Vivo
4 9/M Cervical 315 I Negativo Vivo
5 4/M Abdbmen 570 i Positivo Vivo
6 6/F Abdbmen 1613 11 Positivo Vivo
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Tabela 5.3 Analise entre 0s casos positivos e negativos para translocacéo de c-MYC

c-Myc translocacéo

Caracteristica = - P valor
Positiva  Negativa
Estagio (St Jude)
I/ 5 3 L
Hi/1v 30 3 0.077
LDH
>1000 19 1 1
<1000 16 5 0.184
EBV
Positivo 18 2
0.395¢
Negativo 14 4
Nivel RNAmM c-MYC
Variacao 0.22-28.66 0.66-4.39
Média 6.81 2.33 0.2417
Nivel miR-17
Alto 10 0
3071
Baixo 24 6 030
Nivel miR-19a
Alto > 0 1.000%
Baixo 27 4
Nivel miR-19b
Alt_o 14 0 0.1411
Baixo 18 4
Nivel miR-20a
Alto 10 0
.168!
Baixo 22 6 0.168
Nivel miR-92a
Alto ! ! 1.000"
Baixo 26

LDH, lactato desidrogenase; EBV, Virus Epstein-Barr; 1Teste Chi
Square; 2Teste Mann-Whitney.
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5.2 Resposta ao tratamento dos pacientes com LB

A probabilidade de sobrevida global (SG) foi calculada durante o periodo de
acompanhamento de 60 meses. Os dois pacientes que apresentaram LB associado ao HIV
foram excluidos das analises de sobrevida devido ao desfecho clinico ser totalmente
diferente dos demais pacientes. Além disso, dois casos ndo realizaram tratamento na
instituicdo e ndo foram incluidos nas analises de sobrevida. O tempo médio de
acompanhamento clinico (SG) dos 53 pacientes foi de 54,6 meses. A probabilidade de
SG em cinco anos foi de 77,4% (erro padrdo 3,2%) (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global dos pacientes com LB. A sobrevida
global dos 53 pacientes com LB em cinco anos. As barras verticais representam censuras por

perda de seguimento.

Em seguida, foi avaliado o impacto das variaveis demogréficas e clinicas na SG
dos 53 pacientes com LB. Com relacdo ao género ndo houve diferenca significativa na
SG (p=0,201). Em relacdo a idade, os pacientes foram categorizados em dois grupos,
tendo como ponto de corte 6 anos de idade, mas também ndo foi observado diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,515).

Posteriormente, foi analisado o impacto das variaveis clinicas na SG dos pacientes
com LB. Em relacdo ao estadiamento foi observado um desfecho clinico desfavoravel
para 0s pacientes com estadios I11/1V (p=0,047). De acordo com 0s niveis séricos de LDH,

estratificando em dois grupos - maior e menor que 1000 UI/L - foi detectada uma
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diferenca significativa na SG (p=0,002). Ja a presenca do EBV no tumor ndo alterou a

sobrevida dos pacientes de forma significativa (p=0,096) (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Curvas de Kaplan-Meier das sobrevidas globais em 5 anos. Em A, sobrevida
global dos pacientes com LB de acordo com os niveis de LDH, maior e menor que duas vezes o
valor normal. Em B, sobrevida global relacionada com os estéagios I/11 e I11/IV. Em C, sobrevida
global em relagdo a presenca do EBV no tumor. p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.
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5.3 Quantificacéo dos niveis de miRNAs em amostras tumorais de LB

A quantificacdo relativa dos niveis dos miRNAs regulados por c-MYC: mi-R17,
mi-R19a, mi-R19b, miR-20a, miR-92a, miR-34a, miR-34b e miR-34c foi realizada por
PCR em tempo real nas amostras tumorais de LB, normalizadas em relagdo ao gene
RNUG6B. Uma amostra de linfonodo reacional incluida em parafina foi utilizada como
referéncia, conforme descrito previamente. Os valores de media, mediana, desvio padrédo
e variagéo da quantificagéo relativa para todos os alvos avaliados estéo descritos na tabela
5.4. Com o objetivo de avaliar se havia diferenca estatistica entre os niveis relativos de
expressao dos miRNAs que estdo no mesmo gene e que sao controlados pelo mesmo
promotor, ou seja, entre os cinco membros, miR(-17, -19a, -19b, -20a e -92a), que fazem
parte do cluster miR-17-92 e o miR-34b e miR-34c, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
e Mann Whitney, respectivamente. Desse modo, foi possivel observar uma diferenca
estatisticamente significativa entre os niveis dos miRNAs do cluster 17-92 (p=0,0006) e
entre 0s MIRNAS da familia miR-34 (p=0,0001), como mostrado na figura 5.3.
Posteriormente, nds avaliamos a diferenca dos niveis de expressdo entre pares de miRNA
do mesmo cluster pelo teste Mann Whitney. Dessa forma, foi detectado uma diferenca
estatisticamente significativa entre os niveis do miR-92a com cada membro do cluster
miR-17, 19a, 19b e 20a (p=0,0001, p=0,0003, p=0,0310, p=0,0043, respectivamente).

Sugerindo que 0 miR-92 é o membro do cluster 17-92 menos expresso no LB pediatrico.

Tabela 5.4: Valores da quantificacéo relativa dos miRNAs nas amostras de LB.

miR-17 miR-19a miR-19b miR-20a miR-92a miR-34a miR-34b mMiR-34c

N° de amostras 56 49 49 52 52 51 55 24
Média 2,5 6,2 2,4 1,9 1 0,2 0,6 0,2
Mediana 1,3 14 1,2 1,1 0,5 0,1 0,3 0,03
Desvio padréo 2,7 20,9 4,3 2,1 1,2 0,3 0,7 0,3
Variacao 0,15-9,7 0,04-148 0,02-28,8 0,00-11,8 0,01-4,6 0,00-1,17 0,00-3,1 0,00-0,9
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Figura 5.3: Niveis relativos de expressao de miRNAs em amostras tumorais pediatricas de
LB. Avaliacdo entre os niveis de miRNA localizados no cluster miR-17-92 e miR-34(b/c). A
quantificagdo dos miRNAs foi realizada por PCR em tempo real, utilizando uma amostra de
linfonodo reacional como referéncia. As barras horizontais representam a média + desvio padrao.
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Teste Kruskal-Wallis entre o cluster e
Mann Whitney entre os miR-34b e c.

5.4 Expressdo de RNAmM de c-MYC ndo esta correlacionada com os niveis de
expressdo dos miRNAs do cluster 17-92

Os niveis de RNAm de c-MYC foram quantificados por PCR em tempo real e uma
amostra de linfonodo reacional incluida em parafina foi utilizada como referéncia. A
expressao foi normalizada em relagdo ao controle endégeno TBP. Do total de 57 amostras,
41 apresentaram RNA com qualidade e quantidade suficiente para a anélise. Os niveis de
expresséo relativa de c-MYC nas amostras tumorais de LB variaram de 0,22 a 28,7, com

média de 5,7 e mediana de 2,6. Foi observado uma expressao menor nas amostras
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tumorais de pacientes que nao apresentaram a translocacdo envolvendo c-MYC em
relacdo ao grupo de pacientes positivos para a translocacdo, porém, nao foi detectada
diferenca estatisticamente significativa, provavelmente, pelo pequeno nimero de casos
negativos (n=5) (p=0,2380) (Figura 5.4). Além disso, ndo observamos diferenca nos
niveis de miRNASs nas amostras tumorais dos pacientes em relacdo a translocacéo (tabela
5.3). Afim de uniformizar o numero de amostras utilizadas, as préximas analises
utilizardo apenas as amostras com o dado da translocacdo de c-MYC (n=41).
Adicionalmente, ndo observamos correlacdo entre os niveis de RNAm de c-MYC e o0s
membros do cluster miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a, miR-92a (p=0,443, p=0,787,
p=0,976, p=0,768 e p=0,285, respectivamente) utilizando o coeficiente de correlacdo de

Spearman.
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Figura 5.4: Expressdo relativa do RNAm de c-MYC em relacdo a presenca da translocagdo
de c-MYC. Analise dos niveis de expressdo do RNAm de c-MYC nas amostras tumorais de LB
em relacdo a translocacéo de c-MYC (p=0,2380). A quantificacdo foi realizada por PCR em tempo
real, utilizando uma amostra de linfonodo reacional como referéncia. As barras horizontais
representam a média + desvio padrdo. Teste Mann Whitney. p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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5.5 Expressao proteica de BIM néo foi associada com a sobrevida dos pacientes com
LB

Apobs as andlises da expressdo dos miRNAs do cluster 17-92 em amostras
tumorais de LB, fomos avaliar a expressao da proteina BIM que é o principal alvo do
cluster miR-17-92 e tem um importante papel na linfomagénese (PSATHAS &
TIKHONENKO, 2014). A expressdo da proteina BIM foi avaliada em 33 de 41 casos de
LB por imuno-istoquimica (Figura 5.5) e a proteina foi detectada em 22 (66,7%) casos.
Auséncia de expressao foi observada em 11 (33,3%) das amostras tumorais de LB ao
diagnéstico. Nao foi observada associacao da expressao de BIM com o prognéstico e SG
dos pacientes com LB (p=0,374) (Figura 5.6). Estes dados foram obtidos previamente

durante o mestrado da aluna no Programa de P6s Graduacdo em Oncologia.
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Figura 5.5 Deteccdo por imuno-istoquimoca da expressdo citoplasmética de BIM em
amostras tumorais de LB. Em A, amostra de linfonodo reacional utilizada como controle
positivo da reacdo. Em B, controle negativo da técnica, ou seja, auséncia de anticorpo primario
anti-Bim. Em C, representacdo de um caso de LB negativo para expressdo de Bim. Em D,
representacdo de um caso de LB com expresséo de BIM.
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Figura 5.6: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global em cinco anos em relagdo a
expressdo da proteina BIM. A comparacao entre as curvas foi realizada através do teste

de Log-rank. P<0,050 foi considerado estatisticamente significativo.

5.6 Altos niveis dos miR-17 e miR-20a foram correlacionados a auséncia da
expressao proteica de BIM em amostras tumorais de LB

Analisamos o impacto da expressdo de cada miRNA do cluster 17-92 na
expressao protéica de BIM, uma vez que esses miRNAs podem impedir a traducédo desta
proteina. Sendo assim, avaliamos se 0s niveis relativos de expressdao dos miRNAs eram
diferentes entre as amostras tumorais que expressavam ou nao BIM, e observamos que a
presenca de altos niveis de expressdo do miR-17 e miR-20a estavam associados a
auséncia de expressdo de BIM (p<0,001 e p<0,001, respectivamente). Adicionalmente,
ndo foi observada associacéo entre os niveis de miR-19a, miR-19b e miR-92a (p=0,131,

p=0,286 e p=0,138, respectivamente) como mostrado na figura 5.7.
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Figura 5.7: Andlise dos niveis de miRNAs em relacédo a expressdo da proteina BIM em
amostras tumorais de LB. Em A, B, C, D e E niveis do miR-17a, miR-19a, miR-19b miR-20a
e do miR-92a associados a expresséo proteica de BIM. A quantificacdo dos miRNAs foi realizada
por PCR em tempo real, utilizando uma amostra de linfonodo reacional como referéncia e a
detec¢do da expressdo de BIM por imuno-istoquimica P<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo. Teste Mann Whitney.
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5.7 Inibicdo do miR-17 em linhagem de LB leva ao aumento dos niveis de BIM

Uma vez que o miR-17 teve uma associa¢ao com a expressao de BIM em amostras
de pacientes com LB, nds fomos investigar o efeito da inibicdo do miR-17 em células
derivadas do LB. Observamos um aumento na expressao das trés isoformas da proteina
BIM na linhagem Daudi transfectada com o inibidor de miR-17 decorridos 24 e 48 h da
transfeccdo. Além disso, foi detectado um aumento de c-MYC no tempo de 24 h,

corroborando a alca de regulacéo existente entre o cluster 17-92 e c-MYC (Figura 5.8).
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Figura5.8: Inibicdo do miR-17 utilizando o inibidor hairpin na linhagem Daudi. A expressao
de BIM e c-MYC foram analisadas nas células transfectadas com o inibidor hairpin (HI) ou
controle negativo. A inibi¢cdo do miR-17 causou um aumento de c-MYC em 24 horas apos a
transfeccdo e aumento das trés isoformas: Bim EL (extra large), Bim L (large) e Bim S (small)
de BIM em 24 e 48 horas. Os niveis de B-actina foram utilizados como normalizador. Figura

representativa de dois experimentos independentes.



5.8 Expressdo alta de miR-17 foi associada a uma pior sobrevida no LB pediatrico

Em seguida, nos nos questionamos se os membros do cluster miR-17-92 estariam
associados com o progndstico do LB pediatrico. A expressao relativa media foi utilizada
como ponto de corte para avaliar a relacdo entre a sobrevida global dos pacientes com LB
e a expressdo do miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a e miR-92a. A expressao acima ou
abaixo do valor médio de expressdo foi considerada alta e baixa expressao,
respectivamente. A sobrevida global foi analisada em 39/41, 35/41, 35/41, 39/41 e 38/41
pacientes em relacdo ao miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a e miR-92a,
respectivamente. Notavelmente, pacientes com altos niveis de expressdo do miR-17
apresentaram uma sobrevida global em cinco anos inferior aos pacientes com baixos
niveis (p=0,007) (Figura 5.9A). Além disso, a anélise multivariada revelou que o miR-17
é um fator de prognostico independente no LB (HR=3,68, p=0,034) tabela 5.5. Também
observamos que pacientes com altos niveis de miR-19a e miR-20a apresentaram uma
tendéncia a pior sobrevida global (p=0,06 e p=0,078, respectivamente) (Figura 5.9B e D).
No entanto, os niveis de expressdo do miR-19b e do miR-92a ndo tiveram impacto na
sobrevida global dos pacientes em cinco anos (p=0,20 and p=0,954, respectivamente)
(Figura5.9C e E).
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Figura 5.9: Curvas de Kaplan-Meier das sobrevidas globais em 5 anos em relagédo aos niveis

de expressdo de miRNA no LB. Os pacientes foram classificados em dois grupos (alta e baixa)

de acordo com o nivel de expressdo de cada miRNA. Em A, sobrevida global dos pacientes com

LB em relagdo ao nivel de expressdo do miR-17, em B, miR-19a, C, miR-19b. D, miR-20a, E,

miR-92a. p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Tabela 5.5 Impacto do miR-17 no progndstico do LB através da analise multivariada

Sobrevida Global

0
Variavel Risco relativo »B%IC P valor

Inferior  Superior

Expressdo de miR-17 (alta vs.

. 8,945 2,150 37,212 0,003
baixa)
Nivel de LDH 1,001 1,000 1,001 0,045
EBV (positivo vs. negativo) 0,334 0,075 1,489 0,150

5.9 A baixa expressdo do miR-34 néo teve impacto no prognostico do LB

A perda de expressdo da familia miR-34 foi um evento frequente no LB
pediatrico. Os niveis médios de expressao relativa do miR-34a, miR-34b e miR-34c foram
de 0,2, 0,6 e 0,2, respectivamente, como mostrados na tabela 5.3 e figura 5.3. Estes
valores foram utilizados como ponto de corte para avaliar o impacto desses miRNAS na
sobrevida global dos pacientes com LB. Desse modo, observamos que a famiila miR-34

ndo teve associa¢do com o progndstico do LB pediatrico conforme descrito na tabela 5.6.

Tabela 5.6: Expressdo de miRNAs da familia miR-34 em relacdo a sobrevida dos

pacientes com LB

Expressao n SG (%) EP (%) P valor
miR-34a
> m§d!a 21 81 4,9 0,588
< média 27 74 4,7
miR-34b
> m?d!a 30 70 59 0,316
< média 31 80,6 3,8
miR-34c
> m?d!a 9 66,7 8,7 0.400
< media 12 83,3 6,2

n: nimero de pacientes; SG: sobrevida global; EP: erro padrdo

62



5.10 A Decitabina alterou o nivel de expressdo do miR-34b nas linhagens de LB

Mediante a baixa expressdo do miR-34b nas amostras de pacientes, nds fomos
investigar se a regulacdo poderia ser por metilagdo do DNA. Inicialmente avaliamos a
expressdo basal do miR-34b nas linhagens (BL41, Daudi e Raji) utilizando a mesma
amostra de referéncia (linfonodo reacional) utilizada na quantificacdo das amostras
tumorais. Com esta abordagem observamos baixos niveis de miR-34b nas linhagens
assim como nas amostras tumorais de pacientes com LB (Figura 5.10). Posteriormente,
as linhagens (Daudi, Raji, Namalwa e BL41) foram tratadas com doses crescentes do
agente demetilante 5-aza-2-deoxycytidine (5-aza-dC, decitabina, SIGMA) e, em seguida,
foi avaliada a expressdo do miR-34b. Nas linhagens BL41, Daudi e Raji foi observado
um aumento do miR-34b com todas as concentracGes de decitabina. J&4 na linhagem
Namalwa s6 foi observado um aumento na menor e maior concentracdo de decitabina
utilizada. (Figura 5.11). Com este ensaio demonstramos que o tratamento com agente
demetilante de DNA resultou na alteracdo do nivel de expressdo do miR-34b nas

linhagens de LB.

Expresséo relativa miR-34b

= 1 B : I'I'I'.mn'l
Referéncia  BL41 Daudi Raji

Figura 5.10: Expressao relativa do miR-34b nas linhagens BL41, Daudi e Raji. Os niveis de
miRNAs foram quantificados por PCR em tempo real utilizando amostra de linfonodo reacional

como amostra de referéncia. Grafico representativo da média de 2 experimentos.
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Figura 5.11: Expressdo relativa do miR34b em linhagens de LB apds o tratamento com
Decitabina. A quantificacdo foi realizada por PCR em tempo real ap6s o tratamento com
diferentes concentracGes de decitabina por 24 horas. Grafico representativo da média de 2

experimentos +/- erro padrao.

5.11 Os niveis de RNAmM de c-MYC foram alterados pela Decitabina nas linhagens
de LB

Apbs avaliar o efeito da decitabina na expressdao de miRNAs 34 avaliamos se 0
aumento de miR-34b teria como efeito a diminuigdo de c-MYC nas linhagens de LB.
Assim, os niveis de RNAm de c-MYC foram avaliados por PCR em tempo real e
detectamos que o tratamento promoveu uma diminuicdo de c-MYC nas linhagens Daudi
e Raji de 0,83 e 1,4 vezes, respectivamente, na maior concentracdo de decitabina. No
entanto, a linhagem BL41 apresentou aumento em duas concentracdes de decitabina e a
linhagem Namalwa em todas as concentragcdes, como mostrado na figura 5.12. Em
seguida, avaliamos na linhagem Raji (maior diminui¢do de RNAm de c-MYC) se também
haveria diminui¢cdo no nivel de expressdo de proteina. Entretanto, ndo foi observada

nenhuma alteracdo nos niveis da proteina c-MYC na linhagem Raji (Figura 5.13).
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Figura 5.12: Expressao relativa de c-MYC nas linhagens de LB tratadas com Decitabina. A
quantificagdo foi realizada por PCR em tempo real ap6s o tratamento com diferentes
concentragdes de decitabina por 24 horas. Resultado expressando a média de dois experimentos

independentes.
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Figura 5.13: Expressdo proteica de c-MYC na linhagem Raji em relagdo ao tratamento com
Decitabina. Deteccéo foi realizada por western blotting ap6s 24h de incubagdo com decitabina.

Figura representativa de dois experimentos independentes.
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5.12 A estabilizacdo da proteina c-MYC ndo alterou a expressdo de miRNAs do
cluster 17-92

Considerando que c-MY C atua na regulacéo de varios miRNAs, 0 préximo passo
foi avaliar a expressd@o dos miRNAs mediante a estabilizacdo da proteina c-MYC. Para
isso, as linhagens Ramos e Daudi foram tratadas em diferentes tempos com CHIR 99021,
inibidor de GSK3p que impede a fosforilacdo de c-MYC e consequentemente a proteina
c-MYC ndo é degradada. Apds 2 horas de incubacdo com CHIR ja foi possivel detectar
inibicdo da fosforilagdo de c-MYC e consequentemente acumulo de c-MYC (Figura
5.14). Também foram avaliados os niveis de B-catenina, outro alvo acumulado com a
inibicdo de GSK3p, a fim de verificar a atividade do inibidor. Dessa forma, observamos
que um actimulo de GSK3pB em todos os tempos avaliados com o CHIR em ambas as

linhagens.

A Ramos

CHIR 3uM DMSO

Oh 2h 4h 6h 8h 2h 4h 6h 8h
C-MY(C e S S s e s -

fosfo c-MYC (thrS8) e . ...-
B Catenina —— e o=

B Actina “..’-.-'

Daudi
CHIR 3uM DMSO

2h 3h 4h 6h 2h 3h 4h 6h
eMyc [T RS- -—

——

fosfo c-MYC (thr58) e . e

B Catenina T T -— -

B Actina ~we— " S S --~’

Figura 5.14: Niveis de c-MYC total e fosforilada nas linhagens Ramos e Daudi. As células
Ramos (A) e Daudi (B) foram avaliadas em diferentes tempos de exposi¢do ao CHIR (3uM) e ao
veiculo (DMSO). B-actina foi utilizada como normalizador. Actimulo de 3 catenina representa a

eficiéncia do inibidor CHIR. Figura representativa de trés experimentos independentes.
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Posteriormente fomos avaliar o efeito da estabilizacdo de c-MYC na expresséo
dos miRNAs. Quantificamos os miRNAs do cluster 17-92 (miR-17, miR-19b e miR-92a)
na linhagem Ramos expostas ao CHIR em diferentes tempos e ndo observamos alteracao
nos niveis de expressao dos MiRNAs.. Além disso, investigamos outros miRNAS que nao
fazem parte do cluster 17-92, mas que também sao regulados por c-MYC (miR-15a e
miR-150). No entanto, também n&o observamos alteracdo da expressdo do miR-15a. Ja
em relagdo ao miR-150, observamos um aumento de expressdo apenas no tempo de 4
horas como mostrado na figura 5.15. Desse modo, a estabilizacdo de c-MYC néo

promoveu um aumento na expressdo de miRNAs na linhagem Ramos.

Um padrdo semelhante de expressdo de miRNA também foi observado na
linhagem Daudi mediante a utilizacdo do CHIR. Observamos uma pequena variagdo na
expressdo dos miRNAs do cluster 17-92 (miR-17, miR-19b e miR-92a). A expresséo do
miR-17 e miR-19b aumento cerca de 50% no ponto de 3 horas e depois detectamos uma
reducdo dos niveis de miRNA nos tempos de 4 e 6 horas. Em relagdo ao miR-92, um
aumento de cerca de 20% na expressdo foi observado ap6s 3 horas de incubacédo
acompanhado de reducdo na expressao nos tempos posteriores. Também estendemos a
analise para miRNA fora do cluster 17-92 mas que também regulados por c-MYC. Desse
modo, avaliamos a expressao do let7-a e detectamos um aumento em torno de 30% na
incubacdo de 3 horas, ndo ocorrendo alteracdo e/ou reducdo da expressdo nos demais
tempos de incubacdo. Adicionalmente, testamos se uma incubacdo mais prolongada seria
capaz de ativar a expressdo dos miRNAs e ndo observamos alteracdo na expressdo do
miR-17 e miR-19b apods 12 horas de incubacédo e a deteccdo de reducdo com 24 horas.
(Figura 5.16).
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Figura 5.15: Expressdo de miRNAs mediante estabilizacéo proteica de c-MYC na linhagem
Ramos. (A) niveis relativos do miR-17, em (B) miR-19b, em (C) miR-92a, em (D) miR-15a e em
(E) miR-150. A quantificacéo foi feita por PCR em tempo real utilizando como amostra referéncia
as células incubadas com o veiculo (DMSO). Os resultados estdo expressos através da média e
erro padrdo de trés experimentos independentes.
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Figura 5.16: Expressdo de miRNAs mediante estabilizac&o proteica de c-MYC na linhagem
Daudi. (A) niveis relativos do miR-17, em (B) miR-19b, em (C) miR-92a, em (D) let7-a durante
2, 3, 4 e 6 horas de exposicdo ao CHIR e em (E) miR-17 e miR-19b nos tempos de 6, 12 e 24
horas. A quantificagdo foi feita por PCR em tempo real utilizando como amostra referéncia as
células incubadas com o veiculo (DMSO). Os resultados estdo expressos através da média e erro

padrdo de trés experimentos independentes.
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5.13 A inibicao de c-MYC reduz a transcricdo do cluster miR-17-92

A fim de avaliar o tempo que a célula levaria para ativar a transcricdo do cluster
miR-17-92, nés utilizamos a linhagem P493-6 que possui o promotor de c-MY C regulado
por tetraciclina e na presenga da mesma nédo ocorre a transcri¢do de c-MYC. Sendo assim,
nos inibimos a transcrigcdo de c-MYC, quando as células sdo cultivadas com tetraciclina,
e realizamos uma cinética para avaliar quanto tempo a célula demora para transcrever o
cluster miR-17-92 a partir do ponto em que a expressao de c-MYC é reativada. Para isso,
nos incubamos a linhagem P493-6 com tetraciclina e avaliamos a expressao da proteina
c-MYC ap0s a remocdo da tetraciclina. Neste ensaio, detectamos que em apenas 2 horas
na auséncia de tetraciclina os niveis proteicos de c-MYC passaram a ser detectaveis
(Figura 5.17A). Em seguida, avaliamos a expressdo de RNAm de c-MYC e do transcrito
primario do cluster miR-17-92 (MIRH1). Na presenca de tetraciclina nés observamos
uma expressdo muito baixa de RNAmM de c-MYC e do MIRHL1 e trinta minutos apos a
remocao de tetraciclina ja foi possivel detectar um aumento na expressao de c-MYC e de
MIRH1. Os niveis de RNAmM de ambos 0s genes estavam expressos de forma semelhante
ao controle (células cultivadas na auséncia de tetraciclina) em apenas 2 horas apos
auséncia de tetraciclina, corroborando os dados de expressdo proteica (Figura 5.17B). Por
fim, avaliamos a expressdo do miR-17 e miR-92a. Desse modo, foi possivel detectar os
miRNAs em 24 horas de incubag¢do com tetraciclina, uma diminui¢cdo nos niveis 30
minutos apds a remocdo de tetraciclina e aumento da expressao ap6s 1 hora. Logo apds 2
horas as células parecem reestabelecer a expressdo dos miRNA, atingindo um platd
(Figura 5.17C). Sendo assim, os niveis de miRNA maduros parecem ser estaveis na
linhagem P493-6, uma vez que ndo sdo alterados mediante uma grande diminuicdo dos
niveis do transcrito primario. Além disso foi possivel detectar que 30 minutos sdo
suficientes para as células aumentar a transcrigdo de miRNA.
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Figura 5.17: Avaliagéo da expresséo do cluster miR-17-92 mediante reativacédo de c-MYC
na linhagem P493-6. (A) Expressédo de c-MYC por western blotting da linhagem P493-6
cultivada 24 horas com tetraciclina e em 30 minutos, 1, 2, 3, 4 e 6 horas apds a remocao da
tetraciclina. (B) Quantificacdo relativa de RNAm de c-MYC e MIRH1. (C) Niveis relativos do
miR-17 e miR-92a. A quantificagdo foi feita por PCR em tempo real utilizando como amostra
referéncia as células incubadas sem tetraciclina. Resultado expressando a média de dois
experimentos independentes.

5.14 O tratamento com CHIR pode modular a localizagdo da Drosha

Nossa proxima pergunta foi se o tratamento com inibidor de GSK3p — CHIR —
poderia modular a localizagéo da Drosha. Tal questionamento teve como base a descri¢do
de que a Drosha precisa ser fosforilada por GSK3p para manter-se no nucleo (TANG et
al., 2011). Através de microscopia confocal observamos uma diminui¢do de Drosha no

nucleo (p=0,004) na linhagem Ramos exposta ao CHIR por 2 horas (Figura 5.18).
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Figura 5.18: Andlise da localizacdo da Drosha mediante o tratamento com CHIR na
linhagem Ramos. (A) Microscopia confocal evidenciando a localizagéo difusa de Drosha em
células controles e incubadas com CHIR a 3uM por 2 horas. (B) Analise estatistica da diferenca
entre a colocalizacdo (marcacdo de Dapi e Drosha) pelo Teste ANOVA. No gréfico estdo
plotados os valores da correlagdo de Pearson dos pixels azul e vermelho localizados na

sobreposicdo das marcag6es. Foram quantificadas nove imagens de diferentes campos.

5.15 A Drosha S300/302 mutante localiza-se no citoplasma

Nosso proximo passo foi avaliar a importancia do sitio S300/302 - fosforilado por
GSK3pB (TANG et al, 2011) na localizagdo subcelular da Drosha, tendo em vista nosso
resultado anterior de que o CHIR pode alterar a localizacdo da Drosha. Desse modo,
transfectamos a linhagem 293T com Drosha selvagem fusionada a GFP e com a Drosha

S300/302 mutante fusionada a GFP. Sendo assim, foi possivel observar que na presenca
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da mutacdo na S300/302 a Drosha localiza-se predominantemente no citoplasma como
mostrado na figura 5.19.

Dapi Drosha-GFP Colocalizagdo

293T
Drosha-GFP
selvagem

293T
Drosha-GFP
S300/302
mutante

Figura 5.19: Microscopia confocal das células 293T transfectadas com Drosha-GFP
selvagem e Drosha S300/302 mutante-GFP. Drosha S300/302 mutante localiza-se

predominantemente no citoplasma e a proteina selvagem no nicleo.

Por fim, fomos investigar se a concentracdo de CHIR utilizada para estabilizar c-
MYC poderia modular a localizagdo da Drosha selvagem e mutante. Sendo assim,
incubamos as linhagens com 3uM de CHIR por 6 horas, realizamos o fracionamento
subcelular e detectamos uma diminui¢do da Drosha selvagem no compartimento nuclear.
Ja a Drosha mutante que se encontra predominantemente no citoplasma nao sofreu
alteracdo com a utilizacdo do CHIR (figura 5.20). Esses resultados apontam que a inibicéo
de GSK3p modula a localizacdo da Drosha, uma observacdo que pode ter impacto na

biogénese dos miRNASs que necessitam da Drosha presente no ndcleo.
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Figura 5.20: Expressédo de Drosha-GFP nas frag@es subcelulares incubadas com CHIR por

Western blotting. As células 293T expressando Drosha-GFP selvagem e Drosha S300/302
mutante foram incubadas com 3 uM de CHIR durante 6 horas e submetidas ao fracionamento
subcelular. HDAC2 e a tubulina foram utilizadas como controles constitutivos nuclear e

citoplasmatico, respectivamente.
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6 DISCUSSAO

Os LNH constituem o quarto tipo de tumor mais comum em criancas, sendo o
linfoma de Burkitt o subtipo de LNH mais prevalente, representando de 30 a 50% dos
linfomas da infancia, sequido do LDGC-B (HUANG et al., 2015). No entanto, com o
aumento da idade esse quadro altera-se e, em adolescentes e adultos, observa-se uma
frequéncia maior do LDGC-B enquanto que o LB torna-se mais raro (PATTE et al.,
2007). No Brasil, também foi observado uma diminuicao na incidéncia do LB conforme
0 avanco da idade sendo a mediana de incidéncia 4.7/milh&o na faixa etéaria de 1-4 anos
de idade, 3.6/milh&o entre 5-9 anos e 0,65 apds 9 anos. (OLIVEIRA FERREIRA et al.,
2012). Em nosso estudo também observamos uma frequéncia maior de pacientes abaixo
de 12 anos de idade um padréo semelhante ao linfoma de Burkitt esporadico de outras
regides geograficas (OLIVEIRA FERREIRA et al., 2012).

Atualmente, a utilizacdo de regimes intensos de quimioterapia tem levado a cura
do LB, com taxas de sobrevida em cinco anos de 90-100% para pacientes de baixo risco
em paises desenvolvidos (CAIRO et al., 2007; PATTE et al., 2007). Ja nos paises em
desenvolvimento como o Brasil, a taxa de sobrevida é um pouco inferior em torno de 80%
(KLUMB et al., 2004), e em alguns paises com indice mais baixo de desenvolvimento se
situa em torno de 65% (MOLET]I et al., 2007). Na coorte estudada, n6s encontramos uma
sobrevida global de 77% (erro padrdo 3,2%) estando de acordo com o demonstrado
anteriormente. Esta diminuicdo da sobrevida esta associada ao fato de que nos paises em
desenvolvimento o tratamento é menos intensivo com reducdo das doses do
quimioterapico metotrexate visando reduzir a morbidade e mortalidade em condig¢Ges em
que o suporte para o tratamento ndo € o ideal. A principal complicacdo que limita o
tratamento de suporte é a imunossupressdo que resulta em neutropenia e infecgdes para
variados microrganismos. Esta situacdo demanda tratamento de suporte com antibioticos
e anti-fangicos de Gltima geracgéo, equipes altamente especializadas e sistema de controle
e monitoramento das infecgdes muito estruturado. (SCHMITZ et al., 2014). A auséncia
desta infraestrutura é ainda mais grave na regido da Africa onde incidem os casos de LB

endémico. Nestas regides ja descritas previamente as criangas com diagndéstico de LB
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recebem doses menores de quimioterapia, as vezes sO monoterapia com o quimioterapico
ciclofosfamida, ndo tem acesso ao tratamento de suporte ideal e apresentam uma taxa de
sobrevida bastante inferior (30%-50%) (OREM et al., 2008). Desse modo, um tratamento
mais especifico com menor toxicidade que resulte em menor imunossupressao é
extremamente necessario para o LB pediatrico visando aumentar a sobrevida e diminuir
a morbidade e mortalidade em paises em desenvolvimento, enquanto que a longo prazo,
para os paises desenvolvidos o diferencial seria a reducdo das complicacGes tardias como

infertilidade, cardiotoxicidade e segunda neoplasia.

Em nosso estudo, a andlise das caracteristicas clinicas dos pacientes revelou um
predominio dos estagios I11/IV gque caracterizam doenga mais avancada, e em 45,5% dos
pacientes foram detectados niveis séricos de LDH duas vezes acima do normal (>1000
UI/L). Este marcador bioldgico tem sido utilizado na estratificagdo da intensidade do
protocolo e, especialmente no estagio 111 da doenca, auxilia na separacdo dos grupos de
maior risco (KLUMB et al., 2003; PATTE et al., 2007). Posteriormente, foi analisado o
impacto das variaveis clinicas na SG dos pacientes com LB. Em relagdo ao estadiamento
foi observado um desfecho clinico desfavoravel para os pacientes com estadios HI/1V
(p=0,044). De acordo com os niveis séricos de LDH, estratificando em dois grupos -
maior e menor que 1000 UI/L - foi detectada uma diferenca significativa na SG (p=0,002).
Ja a presenca do EBV no tumor ndo alterou a sobrevida dos pacientes de forma
significativa (p=0,096). Esses dados corroboram outros estudos que também detectaram
diferenca significativa em relacdo ao estadiamento e ao nivel da enzima LDH (KLUMB
etal., 2003; BURKHARDT et al., 2011; MOLETI et al., 2007). No entanto, a observacédo
relativa ao impacto do EBV no progndstico foi distinta de estudo anterior provavelmente
pela limitacdo amostral do presente estudo (MINNICELLI C et al., 2012).

A assinatura molecular do LB é a ativacdo do oncogene c-Myc através de
translocacbes que envolvem o locus do gene c-Myc no cromossomo 8924, para os loci
das imunoglobulinas (IGs) no cromossomo 1432 (cadeia pesada p), 2pll (cadeia leve
K) ou 22q11 (A). Estas translocac¢des justapdem toda a sequéncia codificante do gene C-
Myc ao ativador transcricional do gene da Ig (LINDSTROM & WIMAN, 2002). Como
resultado dessas translocacbes a proteina c-MYC passa a ser expressa de forma

constitutiva ativando genes relacionados a diversos processos celulares como diviséo
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celular, metabolismo celular, apoptose, atividade do telédmero, entre outros (HECHT &
ASTER, 2002). Embora a translocagdo envolvendo c-MYC seja uma alteracdo do LB
descrita como critério pela classificacdo de linfomas da Organiza¢do Mundial da Salde
(WHO), (CAMPO et al., 2011), tem sido reportado que cerca de 7 a 19% dos LB nao
apresentam a translocagdo envolvendo c-MYC. Entretanto, estes casos, apresentam
caracteristicas clinicas, morfoldgicas e perfil de expressdo génica similar ao LB cléssico
(LONES et al., 2004; DAVE et al., 2006 HARALAMBIEVA et al., 2004; HUMMEL et
al., 2006; POIREL et al., 2009; NELSON et al., 2010; SALAVERRIA et al., 2014).
Corroborando esses relatos, em nosso estudo ndo detectamos rearranjo de c-Myc em
aproximadamente 15% dos casos avaliados. Importante ressaltar que o ponto de quebra
do gene c-Myc pode variar no LB, ocorrendo em diferentes localizagdes com até 1 Kb de
variacdo o que dificulta a analise por FISH (HARALAMBIEVA et al., 2004). No entanto,
em nosso estudo utilizamos um conjunto de sondas desenhado para detectar pontos de
quebra sobre uma extensa regido incluindo a classica t(8;14), bem como as variantes
t(2;8) e t(8;22). Além disso, nds observamos uma menor expressdo dos niveis de RNAm
de c-Myc nas amostras dos pacientes sem a translocacdo do que nos pacientes com a
translocacdo (figura 5.4). Essa mesma observacdo foi obtida num estudo realizado
recentemente, descartando a possibilidade de uma falha na deteccéo da translocagéo por
FISH (SALAVERRIA et al., 2014). Adicionalmente, alteragdes cromossomicas na regido
11q - uma alteracdo descrita no estudo mencionado — foram encontradas apenas nos casos
de BL que ndo apresentavam translocacGes envolvendo c-Myc sugerindo mecanismos
moleculares distintos na patogénese do LB sem as translocacBes classicas
(SALAVERRIA et al., 2014).

Adicionalmente, outras alteragcdes moleculares vém sendo descritas na patogénese
do LB, uma vez que a desregulacdo de c-MYC exclusivamente ndo é suficiente para o
desenvolvimento tumoral. Em um elegante estudo recente, foi descrito um novo modelo
de patogénese para o LB a partir da identificagdo da cooperagédo da via de PI3K com c-
MY C na patogénese do LB (SCHMITZ et al., 2012). Reforcando o papel da via de PI3K
no LB, estudos do nosso grupo demonstraram que a combinacdo de inibidor de histona
deacetilase com quimioterapico inibe a proliferacdo de células de LB através da regulacéo
da via de PI3K (FERREIRA et al., 2014; 2016). Além disso, num estudo prévio,
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observamos inativacdo de P16INK4a na maioria das amostras tumorais de LB pediatrico,
sendo detectada a metilacdo da regido promotora do gene P16INK4a como mecanismo
de inativacédo da transcricdo génica. Desse modo, a inativacdo de P16INK4a foi apontada
como um evento relevante na patogénese do LB (ROBAINA et al., 2015, anexo 10.3).
Neste contexto, a ativacdo da proliferacdo celular através da desregulacdo das vias de
PI3K e P16INK4a, constituem mecanismos importantes na patogénese do LB capazes de
sobrepujar os efeitos apoptéticos ativados através da expressdo aumentada de c-MYC
(SCHMITZ et al., 2012).

A complexidade das alteracfes decorrentes da expressao constitutiva de c-MYC
ficaram ainda maiores com a descoberta que c-MYC também se liga em sequéncias
regulatorias de DNA e modula a expressdo de RNAs ndo-codificantes como 0s miRNAs.
c-MYC reprime multiplos miRNAs classificados como supressores tumorais tais como
miR-15a, a familia let7, familias miR-34, miR-29 e miR-150 (CALIN GA, et al., 2002;
CHANG TC, et al., 2008). Embora, mecanismo pelo qual c-MYC é capaz de reprimir 0s
miRNAs ndo tenha sido totalmente elucidado, alguns estudos recentes tém mostrado que
o0 papel de MYC é dependente do recrutamento de enzimas modificadoras de histonas.
No linfoma de células do manto (LCM) foi descrito que MYC recruta a histona
deacetilase 3 (HDAC3) juntamente com EZH2 e promove a diminui¢do da expressdo do
miR-29 (ZHANG X et al., 2012). Uma baixa expressdo de miRNAs da familia miR-29
também foi descrita pelo nosso grupo no LB pediatrico. Além disso, observamos um
aumento na expressao das DNA metil transferases 1 e 3B (DNMT1 e DNMT3B) que sédo
alvos da repressao transcrional da familia miR-29. Sendo assim, 0 miR-29 juntamente
com a desregulacdo das enzimas DNMTs desempenham um papel relevante na
patatogénese do LB (ROBAINA et al., 2015). Além disso, 0 aumento na expressao das
DNMTs também pode ser devido ao recrutamento por c-MY C das DNA metiltransferares
(DNMT3A e DNMT3B) promovendo o silenciamento de genes alvos (BRENNER et al.,
2005).

Por outro lado, a superexpressdo de c-MYC também tem como efeito 0 aumento
da expressdo de varios miRNAs com caracteristicas oncogénicas, dentre eles, esta
incluido o cluster miR-17-92 que foi o primeiro cluster de miRNAs descrito, cujos efeitos

estdo relacionados a inibicdo da apoptose, aumento da proliferacdo celular, metéstase,
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angiogénese e metabolismo celular (XIONG L, et al., 2013). O cluster miR-17-92 possui
seis miIRNAs maduros distintos (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b, e miR-
92a) e esté localizado no terceiro intron do gene C130rf25 (cromossomo 13 open reading
frame 25), regido frequentemente amplificada no LB, linfoma folicular, LCM e LDGC-
B. (OTA et al., 2004; TAGAWA et al., 2005; YU et al., 2006). Esses miRNAs sao
transcritos como mMIiRNA primérios (pri-miRNA) e em sequéncia processados
separadamente, formando um miRNA maduro individual (YU et al., 2006). Dessa forma,
é possivel que todos os miRNAs do cluster sejam expressos em niveis semelhantes. A
expressao do miR-17-92 é ativada através da ligacdo de c-MYC na regido E-box
localizada no primeiro intron do gene (O’DONNELL, et al., 2005). A expressdo
aumentada do cluster miR-17-92 tem sido observada em linfomas de células B e em
varios outros tipos de tumores solidos, como cancer de mama e pulméo, reforcando o
potencial tumorigénico desse cluster de miRNAs (HE et al., 2005; OTA et al., 2004;
TAGAWA et al., 2005). De fato, o papel oncogénico do cluster foi confirmado através
do modelo de LB, o camundongo Ep-Myc. Utilizando este modelo, foi possivel observar
uma aceleracdo da linfomagénese devido a inibicdo da morte celular por apoptose causada

pela superexpressao concomitante de c-MYC e do cluster 17-92 (HE et al., 2005).

Um estudo recente utilizando sequenciamento de RNA mostrou que a expressao
do miR-17-92 é dez vezes maior no LB do que no LDGC-B. Mais detalhadamente, este
estudo detectou que os 28 casos de LB analisados apresentavam superexpressao do miR-
17-92 (SCHMITZ et al., 2012). Outro grupo em diferente abordagem analisou o perfil de
expressao dos miRNAs no LB utilizando uma andlise integrada entre o perfil de expressdo
de miRNA e RNAm, mostrando que pelo menos 40 a 50 genes sdo alvos de membros do
cluster miR-17-92 regulados por c-MY C no LB. Estes autores detectaram superexpressao
dos miRNAs e baixa expressdo do gene alvo correspondente em 36 amostras de LB
(IQBAL et al., 2015). No presente estudo, nds avaliamos se havia diferenga entre 0s
niveis relativos de expressdo de miRNAs codificados pelo mesmo gene, C13o0rf25, e
controlados pelo mesmo promotor — miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a e miR-92 —
em até 56 amostras de tumores de LB pediatrico. A nossa abordagem teve como foco
cada miRNA do cluster avaliado individualmente, pois sdo descritos como repressores da

proteina pro-apoptotica BIM e outros alvos relevantes no LB (OLIVE et al., 2013).
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Em nosso estudo nds observamos uma diferenca estatisticamente significativa
entre 0s niveis dos miRNAs do cluster 17-92 em amostras tumorais de LB (p=0,0006).
Diferenca na biogénese dos miRNAs codificados por gene policistronico, ou seja, que
através de um unico precursor transcreve diferentes miRNAs, pode ocorrer devido as
diferencas biologicas de cada miRNA ocasionando que cada miRNA tenha uma meia-
vida e um turnover diferente (OLIVE et al., 2013). Além disso, podem ocorrer diferencas
no processamento dos miRNAs que sdo regulados por proteinas de ligacdo ao RNA
(MICHLEWSKI et al., 2008). A nossa analise mostrou que 0 miR-92a foi o0 membro
menos expresso do cluster em relacdo aos demais membros avaliados: miR-17, 19a, 19b
e 20a (p=0,0001, p=0,0003, p=0,0310, p=0,0043, respectivamente). O mecanismo
responsavel por essas diferencas nos niveis de expressdo entre os membros do cluster
miR-17-92 identificado por nds ainda é desconhecido. Além disso, o papel de cada
miRNA deste cluster no BL ainda nao foi elucidado (LAl et al., 2015). No entanto, ja foi
descrito que 0 miR-92 tem como alvo FBW?7, uma proteina envolvida na degradacéo de
c-MYC. Desse modo, a expressio do miR-92 leva uma inibicdo de FBW?7 e,
consequentemente, resulta no aumento dos niveis de c-MYC. Altos niveis de c-MYC
promovem um aumento na proliferacdo celular e ativacdo de apoptose dependente de p53
(HEMANN et al., 2005). Uma hipétese plausivel é que através de um mecanismo de
feedback negativo, 0 miR-92 é reprimido, diminuindo os niveis de c-MYC e da apoptose
induzida por c-MYC.

Igbal e colaboradores, compararam a expressao do miR-17, miR-19a, miR-19b,
mir-20a, miR-92a com a expressdo detectada em centroblastos (linfocitos do centro
germinativo) e observaram maior expressdo de todos os membros do cluster 17-92 nas
amostras e linhagens de LB em relagdo aos centroblastos. No referido estudo, a analise
foi feita pelo ensaio de microarranjo e ndo foi possivel comparar os niveis de expressao
entre os membros do cluster (IQBAL et al., 2015). Nossos resultados mostraram que a
expressao do miR-17, miR-19a, miR-19b, mir-20a e miR-92a € maior nas amostras de
LB pediatrico do que em linfonodo reacional. No entanto, mesmo tendo utilizado todos
os tipos celulares do conteudo celular de um linfonodo reacional foi possivel pela primeira
vez, comparar o nivel da expressao de miRNA entre cada membro do cluster 17-92 em

um namero significativo de casos de LB pediatrico.
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O efeito oncogénico do miR-17-92 tem sido associado em linfomas a
desregulacdo de PTEN e BIM, duas proteinas supressores tumorais com atividade
antiproliferativa e prd-apoptoética, respectivamente, com envolvimento importante no
desenvolvimento do linfécito B (OLIVE V et al., 2009). Nesta linha de raciocinio, fomos
investigar a correlacdo entre niveis dos miRNAs e a expressdo proteica de BIM. Esta
analise mostrou que altos niveis de miR-17 e miR-20 (p<0,001 e p<0,001,
respectivamente), mas ndo de miR-19a, miR-19b e miR92a estavam associados com a
auséncia da expressao da proteina BIM (p=0,031, p=0,286, p=0,138, respectivamente).
BIM é uma proteina pré-apoptotica fundamental no controle da apoptose dos linfocitos
B. Durante a ontogenia dos linfocitos B, a expressdo de BIM é diminuida atraves do
cluster miR-17-92 para promover a sobrevivéncia das células B progenitoras.
(VENTURA A et al., 2008). No entanto, experimentos com camundongos adultos
mostraram que a expressao constitutivamente aumentada do miR-17-92 promove o
desenvolvimento de doencas linfoproliferativas. Também a delegdo de um apenas um
alelo de BIM mimetiza os efeitos do miR-17-92 (XIAO C et al., 2008). Adicionalmente,
padroes aberrantes de metilacdo na regido promotora de Bim, como forma de
silenciamento génico, tém sido demonstrados em linhagens derivadas do LB (MESTRE-
ESCORIHUELA et al., 2007; PASCHOS et al., 2009). Em estudo prévio (dissertacdo de
mestrado MCR), nosso grupo detectou por pirosequenciamento metilagdo na regido
promotora de Bim em 11 de 21 casos de BL. Entretanto, ndo foi observada associacdo
entre a metilacdo e perda de expressao proteica de BIM (p=0,635, dados ndo mostrados).
Afimde validar a regulacdo de BIM no modelo de LB, transfectamos a linhagem Daudi
derivada de um caso de LB, com o inibidor de miR-17. Ap0s a transfeccéo foi possivel
observar um aumento na expressao das trés isoformas da proteina BIM. Além disso, foi
detectado um aumento de c-MYC, corroborando a alca de regulacdo existente entre o
cluster 17-92 e c-MYC. Estes nossos resultados destacam e reforcam o papel relevante
da inativacdo de BIM na patogénese do LB como uma forma de alterar o balango entre a

apoptose e proliferacdo na tumorigénese induzida por c-MYC (PSATHAS et al., 2014).

Em continuidade ao estudo foi investigado o papel dos miRNAs do cluster miR-
17-92 no progndstico do LB pediatrico. Dentre os miRNAs do cluster foi observado que

apenas 0 mIiR-17 teve impacto na sobrevida global dos pacientes (p=0,007).
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Adicionalmente, a analise multivariada revelou que o nivel de expressdo de miR-17 € um
fator de progndstico independente no LB (HR=3,68, p=0,034). Até o presente momento,
somente um estudo avaliou o impacto do miR-17 no prognostico do LB, mas em um
namero menor de casos de LB (n =26) tendo observado uma tendéncia para recaida nos
casos com expressdo aumentada (SCHIFFMAN JD et al., 2011). Nossos dados refinam
0 mencionado estudo uma vez que além do nosso ndmero de casos ser maior (n = 39), a

nossa analise ainda mostra que este fator tem prognostico independente de outros fatores.

Tem sido proposto que 0 miR-17 desempenha um papel redundante durante a
linfomagénese induzida por c-MYC visto que c-MYC promove a proliferacédo celular e a
repressao transcricional de alvos relacionados com a inibicdo de proliferacdo entre os
quais, p21 (CDKN1A) (OLIVE et al., 2013). Um estudo, utilizando 30 amostras tumorais
de LB pediatrico relatou auséncia de expressdo de p21 em todos os casos avaliados
(LEVENTAKI et al., 2012). Nossa hip6tese aponta que o0 miR-17 pode aumentar a
proliferacdo celular, através da inibicdo de p21, mas também reprime a traducédo de BIM,
inibindo a morte celular por apoptose, contribuindo para um prognoéstico desfavoravel no
LB. Ressaltamos com base em nossas observacgdes que a regulacdo da expressédo do miR-
17 pode ter um papel importante na resposta ao tratamento e desfecho clinico dos

pacientes com LB pediatrico.

Além do cluster 17-92 outros miRNAs, como mencionado anteriormente, estao
sob controle de c-MYC. A familia miR-34 também foi objeto de nosso estudo. A perda
de expressdo dos miRNAs desta familia tem sido demonstrada como bastante relevante
na patogénese de varios tumores devido a sua correlacdo direta com p53 e c-MYC. (HE
L et al.,, 2007). Na leucemia linfocitica crénica, baixos niveis de miR-34a foram
correlacionados com mutacdo em TP53 ou delecdo 17p com impacto negativo no
progndstico (ASSLABER et al., 2010). Além disso, no mieloma multiplo também foi
detectada baixa expressdo de miR-34b/c devido a metilacdo do promotor desses miRNAS
(WONG KY et al., 2011). Mais recentemente, foi descrito mutacdo em TP53 e metilagéo
no miR34-a em pacientes com LDGC-B associadas a um desfecho clinico desfavoravel
(ASMAR et al., 2014). Em relagdo ao LB, ndo ha informages a respeito do impacto
desta familia na patogénese e no prognostico dos pacientes. No entanto, foi observado

qgue a baixa expressdo do miR-34b é mais comum em pacientes com auséncia da
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translocacéo envolvendo c-Myc (LEUCCI et al., 2008). Entretanto, no nosso estudo néo
observamos diferenga nos niveis de miR-34b em relacdo a translocacdo de c-Myc
(p=0,456). Essa discordancia também foi encontrada em mais dois estudos (LENZE et
al., 2011; SALAVERRIA et al., 2015). Em nosso estudo, a perda de expressao da familia
miR-34 foi um evento frequente no LB pediatrico. Os niveis médios de expressao relativa
foram utilizados como ponto de corte para avaliar o impacto desses miRNAS na sobrevida
global dos pacientes com LB. Esta analise mostrou que a expressdo dos miRNAs da

familia miR-34 néo teve associacdo com o progndéstico do LB pediatrico.

A restauracdo da expressdo do miR-34 pode ser um importante indutor de
apoptose, uma vez que a superexpressdo do miR-34 re-estabelece as funcbes de p53,
como apoptose e parada do ciclo celular (CHANG TC et al., 2007). Alteragdes
epigenéticas como a metilacdo do DNA tém sido associadas a inibicdo do miR-34b em
diversos tipos de neoplasias, tais como: cancer oral, es6fago, colorretal, pulméo, mama,
melanoma e, mais recentemente, foi relatada no LDGC-B (CHEN X et al., 2012;
KOZAKI K et al., 2008; KUBO T et al., 2011; LODYGIN D et al., 2008; SUZUKI H et
al., 2010; ASMAR F et al., 2014). No entanto, ainda é desconhecido o mecanismo de
regulacdo do miR-34b no LB. No nosso estudo, nés aventamos a hipdtese de que possa
haver regulacdo negativa do miR-34b por metilacdo. Dessa forma, as linhagens de LB
(Daudi, Raji, Namalwa e BL41) foram tratadas com agente demetilante e demonstramos
que o tratamento resultou na alteracdo do nivel de expressdo do miR-34b nas linhagens
de LB. Adicionalmente, Salavierria e colaboradores observaram metilagdo no promotor
do miR-34b em amostras de LB independente da presenca de translocacao de c-MYC,
bem como, nas linhagens Daudi e Raji também utilizadas no mesmo estudo
(SALAVERRIA et al., 2015). No presente estudo detectamos que o tratamento como
agente demetilante promoveu uma diminuicdo de RNAm c-MYC nas linhagens Daudi e
Raji. Um estudo realizado pelo nosso grupo encontrou uma frequéncia de 20% de
mutacio de TP53 em pacientes com LB pediatrico no Brasil (KLUMB et al., 2003). E
possivel supor que as funcGes de supressor tumoral do miR-34 podem ser restabelecidas
apenas inibindo a metilagdo do mesmo, uma vez que a maioria dos pacientes com LB néo

apresentam mutacao de p53.
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A utilizacdo de agentes demetilantes a fim de restaurar a expressao de miRNAs
silenciados epigeneticamente tem levado a diminuigdo da expressao de alvos oncogénicos
e, consequentemente, supressdo do crescimento tumoral (LUJAMBIO A et al., 2007;
TOYOTA M et al., 2008). Adicionalmente, varios estudos vém sendo desenvolvidos
com a utilizacdo de miméticos do miR-34, relatando inibicdo do crescimento tumoral em
modelos de cancer de pancreas, pulmao e prdstata in vivo (JI et al., 2008; WIGGINS JF
et al., 2010). Com base nestes estudos, 0 miR-34a foi o primeiro miRNA a entrar em
estudo clinico. O estudo de fase | esta sendo conduzido em pacientes com cancer de
figado metastatico através da administracdo do MRX34, mimético do miR-34a ligado a
nanoparticulas lipossomais (BOUCHIE A, et al., 2013). Considerando a baixa expressao
de miR-34 no LB demonstrada no presente estudo, e também em estudos anteriores, se
for comprovada a eficacia dos miméticos miR-34a esta observacdo podera também

apontar para novas estratégias de tratamento no LB.

Em sequéncia, nosso estudo foi avaliar o impacto da estabilizacdo de c-MYC na
expressao de miRNAs visto que a desregulacdo de c-MYC e de miRNAs contribui para
as funcbes oncogénicas de c-MYC (JACKSTADT & HERMEKING, 2014). A
transcricao génica de c-Myc € ativada, rapidamente, por estimulos mitdgenos (SPENCER
& GROUDINE, 1990). Adicionalmente, a proteina c-MYC é rapidamente degradada,
apresentando uma meia-vida muito curta, cerca de 20 minutos em células ndo
transformadas (HANN & EISENMAN, 1984). A fosforilagdo da serina 62 (Ser62) de c-
MYC pela via de MAP-ERK cinase promove a estabilizacdo da proteina e proliferacao
celular. Por outro lado, a fosforilagdo da treonina 58 (Tre58) pela GSK3- desestabiliza
c-MYC levando a degradacao via proteassoma (YEH et al., 2004). Para esta investigacao,
as linhagens Daudi e Ramos foram tratadas com CHIR 99021, inibidor de GSK3p afim
de impedir a fosforilacdo da Tre58 de c-MY C, bloqueando a degradacgdo de c-MYC. ApoOs
o tratamento com o inibidor observamos um acimulo de c-Myc nas linhagens tratadas e,
entdo, avaliamos se aumento nos niveis de c-MYC poderia alterar a expressdao de
miRNAs. Embora tenha ocorrido aumento no nivel proteico de c-MYC nds néo
observamos uma alteracdo expressiva nos niveis de miRNAs na linhagem Ramos e
Daudi.
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Com a finalidade de certificar que os tempos analisados seriam suficientes para
promover alteragdes nos niveis de expressédo de miRNA, nds inibimos a transcricéo de c-
MYC e realizamos uma cinética de tempo apds a remocao da inibi¢do de c-MYC para
avaliar a transcricdo do cluster miR-17-92, utilizando a linhagem P493-6. Sendo assim,
foi possivel detectar que apenas 30 minutos sdo suficientes para as células aumentarem a
transcricdo de miRNAs. Com este ensaio, descartamos a hipdtese de que os tempos
analisados n&o seriam suficientes para promover uma alteragdo na expressao de miRNAs.
No entanto, alteraces na maquinaria de processamento dos miRNAs podem estar
impedindo a ativacdo dos miRNAs por c-MYC. Em seguida investigamos se a inibicao
de GSK3p poderia estar alterando a localizagdo da Drosha. Esta hipotese teve como base
a descricao de que a Drosha precisa ser fosforilada por GSK3p para manter-se no nucleo
(TANG et al, 2011).

A Drosha é uma endonuclease RNase tipo Il primordial na biogénese dos
miRNAs que atuam especificamente em RNA de fita dupla (dsSRNA). O dominio c-
terminal possui a atividade enzimatica, sendo necessario para o processamento do pri-
miRNA in vitro. J& o dominio amino-terminal é importante para a localizagdo nuclear em
células de mamiferos (HAN et al, 2004). Neste estudo, avaliamos a localiza¢do da Drosha
e observamos uma diminuicdo de Drosha no nucleo (p=0,004) na linhagem Ramos
exposta ao CHIR por 2 horas. Desse modo, nos constatamos que a inibigdo de GSK3p
teve como efeito a translocdo da Drosha para o citoplasma na linhagem Ramos.
Adicionalmente, foi descrito que em condic¢des basais a GSK3p fosfoforila Drosha nas
serinas 300 e 302 in vitro, promovendo a localizacdo nuclear da Drosha (TANG et al.,
2011). Com base nessa informacdo nos avaliamos a importancia deste sitio, Ser300 e
Ser302, na localizagdo da Drosha e observamos que na presenca da mutagdo na S300/302
a Drosha localiza-se predominantemente no citoplasma, sendo detectada uma diminuigédo
da Drosha selvagem no compartimento nuclear em relagdo ao tratamento com CHIR.
Assim, concluimos que a inibi¢cdo de GSK3p promove um acimulo de c-MYC e altera a

localizagdo da Drosha, influenciando no processamento dos miRNAs.

Como conclusdo geral, nosso estudo demonstrou pela primeira vez o perfil de
expressdao dos miRNAs: miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a, miR-92a e da familia

miR-34 no linfoma de Burkitt pediatrico. Adicionalmente, altos niveis de expressdo do
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miR-17 e do miR-20a foram correlacionados com a perda da expressao proteica de Bim.
O papel da inibicdo de BIM pelo miR-17 foi confirmado através da inibi¢cdo do miR-17 e
deteccdo de aumento da proteina BIM em linhagem de LB. Além disso, os altos niveis de
miR-17 apresentaram um impacto negativo no prognostico e a analise multivariada
revelou que o miR-17 é um fator de progndstico independente de outras variaveis no LB.
Com relagdo a familia miR-34 néo foi demonstrado impacto no progndstico de pacientes
com LB e aventamos a hipotese de que a metilacdo pode regular os niveis de miR-34 em
linhagens de LB. Desse modo, nosso estudou mostrou a contribuicdo dos miRNA
regulados por c-MY C na patogénese e prognostico do LB pediatrico, apontado potenciais

alvos terapéuticos para serem explorados nas pesquisas da terapia com miRNA.
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7 CONCLUSOES

e A expressdao dos membros do cluster miR-17-92 ¢ elevada e diferencialmente
expressa nas amostras de LB pediatrico, e a diminuicdo dos niveis de miR-34
sugere o envolvimento destes miRNAs na patogénese do LB.

e A diferenca de expressdo de RNAmM c-MYC em relacdo a presenca ou auséncia
de translocacdo de c-MYC aponta para outros mecanismos de patogénese nos
casos que nédo apresentam a translocacéo.

e A expressio dos miRNAs do cluster 17-92 pode ser afetada por outros
mecanismos relacionados a sua biogénese e ndo tem relacdo direta com niveis de

RNAmM c-MYC em amostras de LB pediétrico.

e A associacdo entre altos niveis do miR-17 e do miR-20a com a expressdo da
proteina pré-apoptotica BIM reforca as observacgdes de que BIM é alvo do miR-
17 e do miR-20a.

e A observacao de que o miR-17 é um fator de prognostico independente de outras
variaveis no LB pediatrico sugere a confirmacdo deste miRNA como marcador
no LB.

e O agente demetilante de DNA, decitabina por regular os niveis de miR-34b e
RNAmM c-MYC em linhagens celulares de LB deve ser mais explorado em
combinacdo com outras terapias.

e O efeito da estabilizacdo protéica de c-MYC através da inibigao de GSK3p €
complexo. A nossa observacdo de que a expressédo dos miRNAs regulados por c-
MYC em linhagens de LB néo ¢ alterada pela estabilizacdo de c-MYC necessita
futura investigagao.

e A GSK3p esta envolvida nas vias que determinam a localizacdo subcelular da

proteina Drosha.
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8 PERSPECTIVAS

e Avaliar a fosforilacdo da Drosha mediante a utilizacdo de CHIR (em andamento).

e Estabelecer um modelo de LB Drosha S300/302 mutante utilizando a ferramenta
CRISPR-Cas9 para uma melhor compreensdo do papel dos miRNAs na
patogénese do LB (em andamento).
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Abstract Burkitt lymphoma (BL) is an aggressive B cell
lymphoma charactenized by the reciprocal translocation of
the e-Mye gene with immunoglobulin genes. Recently,
MYC has been shown to maintain the neoplastic state via
the miR-17-92 microRNA cluster that suppresses chromatin
regulatory genes and the apoptosis regulator Bim. However,
the expression and prognostic impact of miR-17-92 members
in pediatric BL (pBL) are unknown. Therefore, we investigat-
ed miR-17, miR-19a, miR-19%, miR-20, and miR-92a expres-
sion and prognostic impact in a serics of 41 pBL samples. In
additon, Bim protein expression was evaluated and compared
to miR-17, mB-19%, mR-19b, miB-20, and miR-92a levels
and patient outcomes. The expression of miR-17-92 members
was evaluated by qPCR and Bim protein by immunohisto-
chemistry. Log-rank test was employed to assess prognostic
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impact. We found that upregulated expression of miR-17 and
miR-20a correlates with lack of pro-apoptotic Bim expression.
Paticnis beanng tumors with upregulated miR-17 displayed
decreased overall survival (08), and multivanate analysis re-
vealed that miR-17 was a significant predictor of shortened
0S8, Using hairpin inhibitors, we showed that inhibition of
miR-17 resulted in enhanced Bim expression in a BL cell line
overexpressing the miR-17-92 cluster. Our results describe for
the first ime miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a, and miR-
92a expression profiles in pBL. The prognostic impact of
miR-17 should be validated in a larger senies, and may provide
new therpeutic avenues in the era of anti-miBNA therapy
research. Additional functional studies are further required to
understand the specific role of miR-17-92 cluster members in
BL.

Keywords Burkitt lymphoma - miR-17-92 cluster - MYC -
Bim - miR-17 and miR-20a family - Prognosis

Introduction

The protein ¢-MYC (MYC), the product of the oncogenc -
Mye, is a key transcription factor in the regulation of B cell
development by repressing and activating genes that are in-
volved in various cellular processes such as cell cycle progres-
sion, apoptosis, protein biosynthesis, and metabolism [1-3].
MY'C expression is strictly regulated by feedback mechanisms
[4]. Recent reports indicate that MYC is involved in the reg-
ulation of microRNAs (miRNAs) [5]. In additton, miENAs
regulate MYC expression, suggesting the presence of a regu-
latory loop between MYC and miRNAs [6].

miENAs are small non-coding RNAs of approximately
20-24 nucleotides that alter the expression of gene targets
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involved in various biological processes including those relat-
ed to B cell development [7, 8]. In malignant B cell diseases,
miBNAs have emerged as critical regulators of signal trans-
duction pathways, anti- and pro-apoptotic proteins, and tran-
scription factors [9, 10] by repressing translation or accelerat-
ing messenger RNA (mENA) decay [7]. Some miBMNAs are
not found in the genome as a single gene but rather as multiple
miRMAs in a cluster [11]. This polycistronic gene structure is
common among mmportant miBNAs. The first wdentified
MYC-regulated miENA closter was miR-17-92 [3].
Typically, miENA clusters encode two or three miRNAs,
However, the miR-17-92 cluster encodes six mature
miRNAs (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-1%,
and miR-92a) [12]. These six miRNA components belong to
four miRMA families: miR-17 and 20, miR-18, miR-19 (19a
and 19h), and miR-92. These mikNAs form a polycistronic
structure that is transcribed as a pri-miBNA individual se-
quence, and they are processed separately to form individual
mature miBNAs. The sequence of each miRNA family deter-
mines the specificity of the target genes that they regulate,
resulting in diverging biological effects in different cell types.
Moreover, the polycistronic structure allows for the expansion
of the gene regulatory capacity and may be associated with
functional interactions among distinct family members [13].

Owverexpression of the miR-17-92 cluster has been de-
scribed in several types of tumors but 15 predominant among
hematological malignancies including Burkitt lymphoma
(BL) [14]. The wentification of miB-17-92 target genes re-
vealed two tumor suppressors, Pren and Bim [15-17]. The
repression of PTEN phosphatase and pro-apoptotic BH3-only
protein BCL2L11 (BCL2 interacting mediator of cell death,
Bim) was confirmed in lymphocytes from miR-17-92 trans-
genic mice, which display increased proliferation and reduced
activation-induced cell death leading to lymphoproliferative
disease [15]. BL 15 an aggressive B cell lymphoma character-
ized by the reciprocal translocation of the e-Mye gene with
the immunoglobulin-heavy chain gene t(8;14)(q24;932), or
one of the light chain genes (22q11 or 2p12), leading to
deregulated expression of the oncogenic transcription factor
MYC [18] and miBNAs under MYC regulation [ 19]. Notably,
a recent study established that MYC mamtams a neoplastic
state via the miR-17-92 cluster that suppresses chromatin reg-
ulatory genes and the apoptosis regulator Bim [20]. These
observations prompted us to investigate the expression and
prognostic impact of miR-17-92 members, namely miR-17,
mik-19a, mik-19b, miR-20, and mik-92a levels in 41 pediat-
ric BL (pBL) cases. In addition, Bim protein expression levels
were also evaluated and then compared to miR-17-92 mem-
bers” expression profile, MYC levels, and patient cutcomes to
better understand the role of MYC and miR-17-92 cluster in
pBL

@ Springer

Material and methods
Patient samples

Forty-one formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue
samples of pBL from the Hematology Service of the
Mational Cancer Institute, Brazil, were inchided in the stody.
Cases were selected according to the availability of FFPE
tissue samples for molecular studies. BL diagnosis was con-
firmed according to the cntena described by the 2008 World
Health Organization (WHO) classification for hematopoietic
diseases based on morphological criteria (histopathological
diagnosis was confirmed by a second pathologist, LML),
immunohistochemical profile (expression of CD20, CDI0,
and Belé, high proliferation rate with ki-67 near 100 %o, and
absent or weak Bel? expression), and the analysis of c-MYC
translocation by fluorescence in sitn hybridization (FISH)
[21]. All pBL cases with available diagnostic tissue samples
were selected for the sindy. The upper limit age was 18 years.
Patient staging followed the 5t Jude Children’s Research
Hospital Staging System (stages 1-IV) [22]. Patients were
treated with the NHL-BFM 26/90 (Berlin-Frankfurt—
Munster)-based protocol [23]. Follow-up data were obtained
from patients’ medical records. The study was approved by
the institutional ethics committee {registration number 18409),
in accordance with the Declaration of Helsink.

EBY detection by ISH

The Epstein—Barr vimus (EBV) status was assessed by in situ
hybridization (I5H) for EBV-encoded RNA (EBER) with a
biotinylated probe for EBER-1 (0.25 ngfmL final concentra-
tion). For controls were selected two cases of BL previously
known to be EBV-positive and EBV-negative as previously
described [24, 25]. The assay was performed using tissue
microamay (TMA) slides. The TMA was assembled by
selecting representative tumor areas of each tumor. The select-
ed area of the tissue was fixed in a paraffin block called “re-
cipient block™ through the use of a tissue microarrayer
{Beecher Instruments, Sun Pruine, WI). The diameter of each
sample was added with 2.0 mm spacing in the x-axis and

y-axis with 3.0 mm.

FISH

FISH analysis of 24 tumor samples was performed on ThA
slides as previously described [25]. Due to tissue boss on the
TMAs, routine histological sections were used for FISH anal-
vsis in the other 17 cases.

111



Auonm Hematol

RMNA extraction and real-time PCR of Mye mBNA,
miR-17, miR-20a, and miR-92a

The RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE
tissue samples {Ambion®) was used to solate the mRENA and
milMNAs from BL samples according to the manufacturer’s
instructions. Eight reactive lymph node tissue specimens were
used as reference samples. To assess the purity of the nucleic
acids, the quantification was performed by spectrophotometry
at 260 nM and the ratwo of the absorbance at 260 and 280 nm
(A260280). The complementary DN A (cDNA) synthesis was
performed on 500 ng RMNA using a High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) according
to the manufactorer’s instructions. For real-time quantitative
PCR. (qRT-PCR) analysis of mRMA expression, the compar-
ative Ct method was used to calculate relative expression [26].
Tagman probes for the Mye gene (Hs00153408_m1) and Thp
gene (Hs00427621_ml) were purchased from Applied
Biosystems.

gRT-PCR. for miRNA expression analysis was performed
using TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems) for
hsa_miR-17 (NR_(002308), hsa_miR-1% (NR_000395),
fsa_miR-196 (NR_(000396), hsa_miR-20a (NR_000580),
and hsa_miR-92a (NR_000430). The 27T method was
employed to quantify the expression of miRNAs. miRNA
levels were normalized to the expression level of the small
nuclear RNA (snRNA) RNUGE (NE_002752) using a
StepOne™ System (Applied Biosystems). Duplicate reac-
tions were used in all PCR assays.

Immunochistochemical analysis

Bim protein expression was successfully analyzed m 33/41
samples by immunchistochemistry of TMA shides. Reactive
lymph nodes were included in each TMA slide as immunore-
active controls. Antigen retrieval was performed in a steamer
(Amo™) with Tris—EDTA buffer (pH 9.0) for 20 min at 98 °C.
Sections were incubated with primary monoclonal anti-Bim
antibody at a 1:200 dilution {AAP-330, Assay Resignin)
ovemnight at 4 °C, and the detection was performed using the
Dako EnVision system. Resolts were scored as negative if less
than 10 % of the cells were positive and as positive if 10% or
more of the cells were positive. Images were acquired using a
MNikon Eclipse E200 microscope connected to a Digital Sight
scanning system and were captured using the NIS-Elements
program V230 (Nikon, Japan).

Transfection of miR-17 hairpin inhibitor

The human BL-denived cell line Dawd: (EBV+) was obtamed
from Amencan Type Cuolture Collection (ATCC, Manassas,

WA, USA) and cultured and maintained in RPMI-1640 medi-
um supplemented with 10 % FBS, 2 mmol/L L-glitamine, and
penicillinstreptomycin at 37 *C and 5 %0 COy,. The cells were
placed in 12-well plates (2 10° cells per well) in opti-MEM
meedia {Invitrogen, Carsbad, CA, USA) and were transfected
with either miR-/7 hairpin inhibitor (IH-300485-06,
Dharmacon) or negative control based on Caemorhabditis
elegans miBENA 67 (IN-001005-01, Dharmacon) using
Lipofectamine® RNAIMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA.
USA) following the manufacturer’s mstructions. The cells
were harvested at 24 or 48 h after transfection for protein
analysis using Western blot as previously described [27] with
the following antibodies: anti-Bim (C34C5, Cell Signaling),
anti-c-Myc ($E10, Calbiochem), and anti-f-actin antibody
(A3854 Sigma).

Statistical analysis

Compansons between categoncal data were performed wath
chi-square and Fisher’s exact tests. Comparisons between me-
dians were performed with Kruskal-Wallis and Mann—
Whitney tests. All tests were two-sided, and results were con-
sidered statistically sigmificant when p < 0005, Overall survival
(05) was defined as the time period between diagnosis and
disease-related death. (05 was censured when the patient either
was alive at the last follow-up or died from causes unrelated to
the disease. (5 probability rates were calculated using the
Kaplan—Meier method and compared with the log-rank test
univariate analysis and Cox proportional hazards regression
for multivariate analysis [22]. All statistical analyses were
performed with the Statistical Package for the Social
Sciences software (SPSS for Windows, version 2000, SPSS

Inc.).

Results
Demographic, clinical, and biological characteristics

Baseline characteristics of the 41 pediatric BL patients en-
rolled in this study are summarized in Table 1. Patients
included 31 males and 10 females (3:1). Mean and median
ages of patients were 739 and 6, respectively (range, 2—
18 years). EBV was detected in 52.6 % (20/38) of the cases.
EBV status from two cases was unavailable. Only one pa-
tient had BL associated with human immunodeficiency vi-
rus (HIV). Regarding the disease stage, 33 out of 41 pa-
tients (80,5 %) were diagnosed with stage 11 or [V accord-
ing to the 5t. Jude system at the time of diagnosis. All 41
cases of pBL were assessed for MYC translocation by
FISH analysis. OF these, we detected six negative cases that
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Table 1 Patients® — - Table 3 Companson between MY C trnslocation-posative and negs-
baseline charsclertics Characteristic Number (%a)  tive caes
Diagnosise Characteristic Myc neamangerment rvalue
BL 40 (97.6) — _
BLHIV 1{24) Pusitive Negative
Gender Stage (S0 Jude)
Female 10 (24.4) I 5 3 0T
Male 31(75.8) v o i
Age (years) LI3H
Range 218 S 1000 19 1 01847
X T4 =10k 16 L3
Median 6 o
Seage (St Jude) Posative 18 2 03957
e £(19.9) M:zgamwe ot 14 4
AV 33 (80.5) RHIA Reve
LDH Range 02228 66 066439
. b
ST 2 (48.8) S Gl 243 241
<1000 21(51.2) ""H'_;l 0 o 0307
1 1
EBV - Law 24 '
Posative 20(52.6) pniBt 10 level
Megative 18(47.4) High 5 0 OO0
MYC rearrangemint Low 27 4
Posative 35(85.4) maB-19h level
Megative 6 i 14.6) High 14 1] 0.141%
Ol crse Low 18 4
Live 30T mib-Jilka level
Dhead 11{26.8) High 10 1] 0.168"
Low x [
LDH lactate dehydrogenase (normal miR-00a level
lewved = 500 LLYL HIV human immumode- Hi T 1 10007
ficiency virus, EBV Epstein—Barr virus L;T % 5

had the morphology, immunophenotype, and clinical pre-
sentation of typical BL. EBV analysis was positive in two
cases, whereas four tumors were EBV-negative (Table 2).
The absence of c-Mye translocations was confirmed by re-
peating the FISH analysis. Neither clinical characteristics
nor EBV status was different between FISH-positive and
FISH-negative cases (Table 3). The outcome data were an-
alyzed in 40 patients with a median follow-up of
38.5 months (range, 1-6% months). The HIV-BL patient
was excluded from the survival analysis.

LI lactate debydrogenase (normal level < 500 UAL)Y, EBV Epstem-Barr
virus

* Cli-square 15t
® Mans—Whitnsey test

miR-17, miK-19a, miR-19b, miR-20a, and miR-92a are
differentially expressed in BL tumor samples

Expression levels of miR-17, miR-19%b, miR-20a, and
miR-92a were quantified by gqRT-PCR in 4v41, 3641,

Table 2 Patients” characierstics

of MY C-negative cases Patient  Agefgender Initzal site of disease LDH (LVL)  Seage EBER-ISH Follow-up
1 11 Deum 385 1] Negative Alive
2 1F MNasopharyngeal mass 5735 1 Megative Alive
i afF Abdosen 536 m Negative Alive
4 i Cervical mass 315 | Negative Alive
5 Lt Abdomen 570 m Positive Alive
[ afF Abdomen 1613 m Positive Alive
LD lsctate dehydrogenase, ERER-ISH EBV-encodad RNA-n situ hybridizstion, EBF Epstein—Harr varus
@ Springer
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38/41, and 3941 BL tumor samples, respectively. First,
we compared the relative miRNA expression levels
among the five members of the cluster. The analysis
revealed a statistically significant difference (p=0.025)
using the Kroskal-Wallis test. After, we compared the
level between two pairs of miRNAs using the Mann—
Whitney test and a significant difference between miR-
17 vs. miR-92a levels (p=0.008) and miR-19a vs. miR-
92a levels (p=0.004) and a trending difference between
miR-20a vs. miR-92a levels (p=0.052) were detected.
These data suggest that mil-92a expression is the low-
est among miR-17-92 members in pBL tumors.
Additionally, miR-/%a was the most expressed among
the members of the cluster 17-92 in pBL samples
(Fig. 1).

Myc mRNA expression in BL tumor samples does not
correlate with 17-92 cluster members” expression

Myc mRNA was quantified using gRT-PCR in only 32
out of 41 BL samples due to poor quality of mRNA
from FFPE tissue samples. The Myec mRNA mean level
was 6.11 (range, 0.22-28.66). Although it was observed
that Mye mRNA expression levels in cases negative for
Mpyc translocation were lower than those in positive
samples (2.33 vs. 6.81), this difference was not statisti-
cally significant (p=0.241) possibly duc to the small
number of negative samples (Table 3). Additionally,
we did not observe a correlation between miR-17,
miR-1%a, miR-19b, miR-20a, mik-92a, and My mRNA
levels (p=0.443, p=0.787, p=0.976, p=0.768, and
p=0.285, respectively).

. o = U008 }
a = 0004 y
1 &
14
suu = 0458
1
i p = 0052
‘E. 3 "
¢ 2
g2
2 : n, = v
- Ak -

0
miR-17  miR-19a miR-19b miR-20a miR-02a
Fig. 1 Relative expression of mif-17, nmil-19%, mif-19%, milt-20a, and
mil-92a in pBL mmor samples. Expression of each miBNA was
normalzed 1o the expression level of ENUGE and further by the mean
expression of eight reactive lymph node samples. miENA expression
levels were compared using the Emskal-Walls test (p=0.0212), then
followed by the Manm—Whitney test for parwise compansons, using
Bonferroni's correction for the p value. Differences in miRNA
expression bevels wene considered statistically significant when p< 0005

Bim protein expression does not correlate with survival
of pBL patients

Bim is an important pro-apoptotic member of the Bel-2 fam-
ily: thus, we hypothesized if Bim expression was associated
with treatment response. Bim protein expression was analyzed
in 33 out of 41 pBL tumors. Bim expression was observed in
22/33 wmor samples (667 %). Eleven tumor samples
(33.3 %) did not show Bim expression. Representative results
are depicted in Fig. 2. However, the Kaplan—Meier curve and
log-rank test suggested that Bim expression has no prognostic
impact in pBL (p=0.374, gmphic not shown).

miR-17 and miR-20a high levels correlate with absent Bim
protein expression in pBL cases

Becanse Bim is described as a post-transcriptional target of
mik-17-92 cluster members, we investigated whether miR-17,
mik-19a, miR-19b, mik-20a, and miR-92a expression levels
correlated with Bim protein expression in pBL samples.
Indeed, we observed that miR-17 and miR-20a expression
were associated with absence of Bim protemn expression
(p<0.000 and p <0000, respectively, Mann—Whitney test).
However, no significant comrelation was observed regarding
mik-1%, mik-19h, miR-92a, and Bim expression (p=0.13,
=028 and p=0.13, respectively) (Fig. 31

miR-17 inhibition releases Bim expression in BL cells

Since mik-17 had a strong prognostic impact and was associ-
ated with Bim expression, we inhibited miR-17 expression in
onder to explore the targets regulated by this member of the
17-92 cluster. Indeed, we observed an increase of Bim protein
in Daudi cells transfected with a miR-17 hairpin inhibitor at 24
and 48 h post-transfection. Additionally, we were also able o
detect an increase of c-MYC at 24 h which corroborates the
feedback regulatory loop between c-Myc and the miR-17-92
cluster [29] (Fig. 4).

miR-17 high levels correlate with poor overall survival
of pBL patients

Mext, we questioned if miR-17-92 chister members® expres-
sion was associated with pBL patient prognosis. Using the
mean relative expression levels as threshold values, we ana-
lyzed whether there was a correlation between the OS of pBL
paticnts and miR-17, miR-1%, miR-19b, miR-20a, and miR-
92a expression. miRNA expression in pBL tumors above or
below the mean threshold value was considered highly or
lowly expressed, respectively. OS5 was analyzed in 3941,
35041, 35/41, 39/41, and 3841 patients according to miR-17,
mik-19a, mik-19b, miR-20a, and mik-92a expression levels,
respectively. Notably, patients whose tumors had higher levels
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of Bim expression in pBL. a
Reactive lymph node cells were
used a5 positive controls; b
negative control (prinsary
antibody omitted ) ¢ negative
expression (less than 10 %
positive tumor cells);, and d
positive expression (over 10 %
positive tumor cells)

a

& WA

'.le" — “‘?
of miR-17 displayed poorer S-year OS compared to those
whose tumors express lower levels (p=0.007) (Fig. 5a).
Moreover, the multivariate Cox analysis showed that a high
miR-17 was an independent factor for poor survival n pBL

12
o)

(HR=3.68, p=0.034) (Tablc 4). There was a trend for patients
whose tumors had higher levels of miR-19a and miR-20a to
have a poorer S-year OS compared to those whose tumors
express lower levels (p=0.06 and p=0.078, respectively)

a b c
0 B2 30
E B 0 <0.001 im p=0131 E » p=0.286
100+ 204
s " 2
i L i 15
i A
= H 8™
£ 5 i
= - | m =
> 0 ; i o
T T T T 1 T
BIM pectain expression BIM protein erpresson BIM pectein exgeession
d e
2 - L3
g" p<0.001 g« p=0.138"
>
b
i i :
i i
- e =
J - i
Ls T L L
BIM protein expression BN peotein expresson

Fig. 3 Comparison between miR-17, miR-192, muR-19b, miR-20a, and
miR-92a levels and Bim protein expression in pBL. Expression kevels of
miR~17 (a), miR-19% (b). maR-~19b (¢), miR-20a (d), and miR-92a (¢) were
evalusted according to the presence or the lack of Bim protein expressson
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by the Mann—Whaney test. Differences in miRNA expression levels
between Bim positive and negative cases were considered statistically
significant when p<0.05
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lymphiomna cell line that overexpresses the mik-17-92 cluster. Bim and c-
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MYC expression at 24 h post-iransfection (upper line). The inhibition of
mibt-17 imcresmed the expression of all soforms of Bim at 24 and 48 h
post-transfection (middle lne). B-Actm expression served as a proten

Fig. 4 miR-17 inhibs

| 5

loading control. e
shown

of two

experiments is

(Fig. 5b, d). Conversely, the relative expression levels of miR-
19b and miR-92a did not impact the 5-year OS (p=0.20 and
p=02954, respectively) (Fig. 5c, e).

Dviscussion

The miR-17-92 cluster is located in the third intron of the gene
Cl3orf25 (chromosome 13 open reading frame 25). All
miRMNAs are located in close proximity, spanning a total of
800 base pairs [30] on chromosome 13g31-g32, a region that
15 frequently amplified in BL, follicular lymphoma, mantle
cell lymphoma, and diffuse large-cell lymphoma (DLCL)
[31, 32]. miR-17-92 {named OncomiR-1) was the first MY C-
regulated miENA cluster identified whose overexpression oc-
MYC amplification [29]. The expression of the miR-17-92
cluster is activated by c-MYC binding in the E-box located
in the first intron region of the gene [3]. Additionally, the
transcription factors E2F1, E2F2, and E3F3 are also able o
directly bind and activate the promoter region of the miR-17-
92 cluster [33]. However, EXF1, a direct target of -MYC, is
negatively regulated by two components of this miBNA chs-
ter, miR-17 and miR-20a, implying the presence of an
autoregulatory feedback loop [34].

Owerexpression of the miR-17-92 cluster has been ob-
served in B cell lymphomas and several other tumors,

emphasizing its tumongenic potential. In fact, the oncogenic
role of the miR-17-92 cluster was confirmed in the Eu-myve BL
mouse model, where the co-expression of miR-17-1 % and -
Mye accelerated lymphomagenesis as a result of apoptosis
inhibition [35]. A recent study using RNA sequence analysis
showed that miR-17-92 expression was 10-fold higher in BL
than in DLBCL. More precisely, miR-17-92 upregulation was
observed in all 28 BL cases analyzed [36]. Another group
performed integrative analysis of miIRNA-mRNA expression
in fresh-frozen and FFPE BL samples, showing that at least
40-50 genes were targeted by members of the miR-17-92
cluster being MY C-regulated in BL. Upregulated miRNAs
in the BL comelated with comesponding low expression of
the target genes m BL [37].

Given the polycistronic structure of the miR-17-92 cluster,
it is possible that the subsets of miR-17-92 components may
b expressed at different levels in BL tumor samples. In the
present study, we assessed whether there was a difference
between the relative expression levels of the miRNAs that
are coded in the same C/3orf25 gene and are controlled by
the same promoter—miR-17, mik-1%, miR-19b1, miR-20a,
and miR-92—in 41 pBL tumor samples. High levels of miR-
19 compared with miR-92a have been observed i c-Mye-
driven tumors and in BL cell lines when compared with nor-
mal B cells isolated from the peripheral blood [3%]. Thus, we
focused on miR-17, miR-19, miR-19b, miR-20a, and mik-
92a that were described to repress the expression of the pro-
apoptotic protein Bim and other targets in BL [13].

Along with the potential differences in biogenesis,
mifMNAs encoded by a polycistron gene may have different
tumover rates [13], which may result in different levels of
each finctional miENA transcript as confirmed by our find-
ings. Moreover, in our study, the comparizon of the relative
expression levels between miR-17, miR-1%, miR-19b, miR-
20a, and mik-92a in pBL tumor revealed statistically signifi-
cant lower miR-92a expression levels when compared with
mif-17 and miR-1% expression levels (p=0.00% and
=004, respectively). The mechanism that leads to these
differing expression levels among miR-17, miR-19a, miR-
19b, miR-20a, and miR-92a identified by us is unknown and
may be related to specificities in half-life and degradation of
individual miRNAs. Moreover, the role of each miBNA m BL
15 also unclear [39]. [t is likely that the biological context can
select specific components of the miR-17-92 cluster during
BL lymphomagenesis. Conversely, upregulation of miR-92a
compared with the other miR-17-92 has been reported in sev-
el solid tumors such as colon cancers [40]. Cur data suggest
that lower miR-92a expression in comparison with the other
miR-17-92 components may be a feature that 15 specific o BL.

Comparing miB-17, miR-19a, miR-19b, mir-20a, mik-92a
expression with centroblast cells, Igbal and co-workers ob-
served higher expression of all 17-92 cluster members in BL
cases and cell lines. In their study, they included both adult
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Fig. 5 Kaplan—-Meer curves displaying pBL 08 acconding mil-17 (a),
mift-1%a (b), mil-19b (¢}, mil-20a (d), and mik-92a (e) expression.

1o exhibit high expression of this miBNA, and pBL umors with below
mean expression of a given miENA were considered o exhibit low

Mizan relative expressson of each miRMA was used as threshold: pBL
turmors with above mean expression of a given mifNA were considered

and pediatric BL cases and performed a microarray anabysis;
thus, they were not able to compare the expression between
each cluster member [37]. Our results demonstrate that miR-
17, miR-19a, miR-19b, mir-20za, and mik-92a expression is
higher in pBL than in reactive lymph nodes. Each miRNA
expression in pBL was normalized by its expression in reac-
tive lymph nodes (Fig. 1). Following this analysis, we

Tabled Prognostic value of miR-17 in pBL using the multivadate Cox
regression model

Varahle Owverall survival
Hazard ratio 95 %5 C1 rvalue
Lower Upper
mib-17 (high va. low) 045 215 3TN 00003
LDH level 1001 1000 10Dl uas
EBV (positive vs. negative) (L334 0075 1489 0150
@ Springer

exp of this miENA. Dafferences in 05 according o miRMA
expression bevels wene considered stanstscally significant when g <0005

observed at least 1.5-fold increase (miR-92a) in each
miRMNA expression in pBL in companson with reactive lymph
nodes. This increase ranged from 1.5- up to 6-fold in the case
of miR-19a. Thus, even though we only had access to full
lymph node cell content, we were able to compare for the first
time to our knowledge the expression between each cluster
member exclusively in pBL cases.

We also observed that pBL cases with high levels of mR-
17 and miR-20a (p< 0,000, p<0.000, respectively) but not
miR-19a, miR-19b, and miR-92a were associated with the
absence of Bim protein expression (p=0.13, p=02§,
p=0.138, respectively). Bim is a potent tumor suppressor gene
involved in B cell transformation, and even a single allele
mactivation of Bim accelerates Myc-induced tumor develop-
ment in £p-Mye mice [41]. Silencing of the Bim gene by
promoter methylation and bi-allelic deletion has been reported
in lymphomas [42]. Indeed, we detected methylation i the
Bim promoter using pyrosequencing assay in 11 outof 21 pBL
samples but an association was not observed between meth-
ylation and lack of Bim protein expression (p=0.635) (data
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not shown). Moreover, Bim post-transcriptional regulation by
miBNAs was observed in a BL cell line [43]. In the present
series, a lack of Bim protem expression was detecied in 11 out
of 33 BL cases (333 %4). Our results highlight the relevant role
of Bim protein inactivation on BL pathogenesis as a way to
shift the balance away from apoptosis and towards prolifera-
tion in MY C-driven tumors [44]. As our results indicate, the
cases that lacked Bim expression were more likely to express
high levels of mi-R17 and miR-20a, suggesting that Bim in-
activation may also occur via miR-17 and miR-20a post-
transcriptional regulation. Alternatively, deletion or methyla-
tion of the Bim gene may lead to Bim inactivation. Deletions
of the Bim locus were detected in up to 40 % of mantle cell
lymphomas [45], and methylation of the Bim gene was ob-
served in 5 of 10 (50 %) BL patients” biopsies [42].

In our study, we did not find a correlation between the
absence of Bim expression in BL tumors and the presence of
the Epstein—Barmr virus (EBV) (data not shown). However,
Anderton and colleagues showed that EBY regulates Bim ex-
pression at the transcriptional level through the action of its
proteins EBNASA and EBNASC [46]. This does not exclude
other alternative mechanisms leading to Bim inactivation (for
example, miRNA), which may increase the likelihood of B
cell transformation. Moreover, BL cells were found to differ
on EBV dependence to prevent apoptosis according to the
EBV latency pattern [47].

It has been proposed that mir-17 may be redundant durig
MY C-induced lymphomagenesis given that c-MYC promaotes
cell proliferation and transcriptionally represses targets related
to inhibition of proliferation such as p21 (CDEN1A) [13].
Previously, it has been observed that the transfection of anti-
sense oligonucleotides against miR-17 and mir-20a
upregulates of CDEKMN1AD2] decreased cell growth and in-
duced G1/S phase cell cycle amrest in mantle cell lymphoma
cell line Jeko-1 [43]. In a study of 30 pediatnc BL tumors,
Miles and colleagues showed a lack of detectable p21 expres-
sion in all BL cases, which was associated with deregulation
of the TF3§ pathway [48]. We observed that BL patients
exhibiting relatively higher expression levels of miR-17 had
a shorter 05 (p=0.034, multivanate Cox's regression anaky-
sis). It 1s conceivable that the proliferative effects of miR-17
that occur via inhibition of p21 could synergize with other
alterations in these BL patients and contribute to adverse out-
comes observed in the present study. Moreover, fine-tuning
gene expression by miR-17 depends on differing degrees of
complementanity to its target sequences in companson with
other miENAs in the miR-17-92 cluster, inchuding its homo-
logue mik-20a. In other words, miR-17 target specificity may
impact treatment response and outcome.

In our series, a small number of BL cases (6 out of 41) had
undetectable MYC translocation when analyzed by FISH sug-

gesting that alternative mechanisms led to lymphoma patho-
genesis as previously described by others [49, 50]. Because

the miB-17-92 cluster is a MYC target [3], we analyzed the
relative levels of mik-17-92 members in our tumor samples
that were negative and pesitive for MYC translocation. We
did not observe a difference in miR-17, miB-1%, miB-19%h,
miR-20a, or miRk-92a expression in pBL tumors with different
MYC rearrangement statuses indicating that miR-17-92 may
be expressed by other mechanisms in Myc classical
translocation-negative pBL tumors, (8;14, 2:8, and 8;22).

In summary, we are the first to describe miR-17, miR-19a,
miR-1%b, miR-20a, and mik-92a expression profiles in pBL.
Remarkably, a lower expression of miR-92a was observed in
pBL tumor samples. Additionally, higher levels of miR-17 and
miR-20a comelated with a lack of Bim protein expression.
mik-17 role in preventing Bim and c-MYC expression was
further confirmed when inhibition of miR-17 released their
profein expression. Moreover, higher levels of miR-17 had a
negative prognostic impact in multivanate Cox analysis which
revealed miR-17 as a prognostic factor independent of other
prognostic variables for pBL. Importantly, this finding should
be validated in larger series as a potential molecular marker to
discrimmate pBL prognostic subgroups, providing a new ther-
apeutic avenue in the era of ant-miBNA therapy research.
Further investigations of the functional role of specific miR-
17-92 cluster members in BL are also required.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Methylation of CpG islands in promoter gene regions is frequently observed in lymphomas. DNA methylation is
Received 29 October 2014 established by DNA methyltransferases (DNMTs). DNMT1 maintains methylation patterns, while DNMT3A and

and in revised fomm 23 Jamary 2015 DNMT3B are critical for de novo DNA methylation. Little is known about the expression of DNMTs in lymphomas.
Accepted 2 March 2015

Available online 4 March 2015 DNMT_'M and 3B genes can be regulated pust-lramcrjpt_iunal]y _by miR-29 family. Here, we demonstrated for the
first time the overexpression of DNMT1 and DNMT3B in Burkitt lymphoma (BL) tumor samples (69% and 86%.
Keywords: respectively). Specifically, the treatment of two BL cell lines with the DNMT inhibitor 5-aza-dC decreased
Burkitt lymphoma DNMT1 and DNMT3B protein levels and inhibited cell growth. Additionally, miR-29a, miR-29b and miR-29¢
DNMT1 levels were significantly decreased in the BL tumor samples. Besides, the ectopic expression of miR-29a, miR-
DNMT3A 29b and miR-29¢ reduced the DNMT3B expression and miR-29a and miR-29b lead to increase of p16™**
DNMT3B mRNA expression. Altogether, our data suggest that deregulation of DNMT1, DNMT3B and miR29 may be in-
miR-29 family volved in BL pathogenesis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: CDKNZA is a tumor suppressor gene critical in the cell cycle regulation. Little is known regarding the role
Received 3 July 2014 of CDKNZA methylation in the pathogenesis of Burkitt lymphoma (BL). CDKN2A methylation was inves-
Received in revised form
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tigated using pyrosequencing in 51 tumor samples. p16™54 mRMA and protein levels were measured
using real-time PCR and immunohistoche mistry, respectively. COKNZA methylation was detectable in 728
cases. Nuclear expression of p16™¥* was not detected in 41% cases. There was an association between
methylation and absence of COKNZA mRNA (P=0.003 ). In conclusion, COKNZA methylation occurs at a
high frequency suggesting a role in BL pathogenesis and potential therapeutic implications.
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