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“PERFIL DE EXPRESSÃO DE microRNAs REGULADOS POR C-MYC NO 

LINFOMA DE BURKITT” 

RESUMO 

Tese de Doutorado 

Marcela Cristina da Silva Robaina 

 

O Linfoma de Burkitt (LB), subtipo de linfoma não Hodgkin B mais frequente na infância, é 

uma neoplasia hematológica altamente agressiva. A assinatura molecular é a translocação 

(8;14) ou suas variantes: t(2;8) e t(8;22). Ambas as translocações envolvem o proto-oncogene 

c-MYC que quando translocado é expresso constitutivamente, caracterizando a principal 

alteração conhecida no LB. Atualmente, tem sido demonstrado que c-MYC regula a 

expressão de vários miRNAs, dentre eles o cluster de miR-17-92 e a família miR-34, entre 

outros. Neste contexto, o balanço entre c-MYC e miRNAs parece ser crítico para a 

patogênese do LB e necessita ser melhor elucidado. Nesse estudo avaliamos a expressão dos 

miRNAs regulados por c-MYC (cluster 17-92: miR-17, miR-19a/b, miR-20a, miR-92a e da 

família miR-34) em 57 amostras tumorais de LB pediátrico. Adicionalmente, avaliamos a 

correlação entre os níveis de miR-17, miR-19a/b, miR-20a e miR-92a e a expressão de um 

dos seus principais alvos, a proteína pró-apoptótica BIM. Foi observado que níveis elevados 

do miR-17 e miR-20a estavam associados com a ausência da expressão de BIM (p<0,001). 

Em sequência, observamos que o aumento do miR-17 estava fortemente correlacionado com 

uma sobrevida global (SG) inferior (p=0,007). A análise multivariada revelou também que 

miR-17 foi um preditor significativo de SG encurtada. A inibição do miR-17 em linhagem de 

LB resultou em aumento da proteína BIM, reforçando o papel deste miRNA na regulação de 

BIM.  Em relação aos miR-34a, miR-34b e miR-34c foram observados baixos níveis de 

expressão em amostras tumorais. Como esta família de miRNAs pode ser regulada por 

metilação investigamos se o miR-34b estaria sendo reprimido através da metilação do DNA. 

Então foi analisado o efeito do agente demetilante 5-aza-2-deoxycytidine (decitabina) na 

expressão do miR-34b em células do LB. Nas linhagens BL41, Daudi e Raji verificou-se um 

aumento do miR-34b em todas as concentrações de decitabina. Em seguida, detectamos que o 

tratamento promoveu uma diminuição de RNAm de c-MYC nas linhagens Daudi e Raji de 

0,83 e 1,4 vezes, respectivamente, reforçando a existência de uma alça de regulação 

envolvendo mi-R34b e c-MYC. Além disso, avaliamos se a estabilização proteica de c-MYC 

utilizando um inibidor de GSK3β (CHIR 99021), alterava a expressão dos miRNAs regulados 

por c-MYC em linhagens de LB. Embora não tenha sido observada diferença significativa na 

expressão dos miR-17, 20a e 92a nas linhagens, o tratamento com o inibidor de GSK3β 

alterou a localização subcelular da proteína DROSHA, envolvida no processamento dos 

miRNAs, sugerindo que a atividade de GSK3β é necessária para o processamento dos 

miRNAs.  Em conclusão, nossos dados sugerem que as alterações na expressão dos miRNAs 

(miR-17, 19a, 19b, 20a, 92a, 34a, 34b e 34c) são um evento frequente na patogênese do LB. 

A expressão aumentada do miR-17 provavelmente está associada com um pior desfecho no 

LB pediátrico. As observações referentes aos miR-34s no LB necessitam futuras análises com 

ensaios funcionais de forma a contribuir para melhor compreensão desta família de miRNAs e 

seus alvos na patogênese do LB. 
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“EXPRESSION PROFILE OF microRNA REGULATED BY C-MYC IN BURKITT 

LYMPHOMA” 

Abstract 

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 t(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 GSK3β 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 GSK3β inhibitor modified the Drosha subcellular localization, suggesting that 

GSK3β 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. 

 

 

 

Ministério da Saúde 
Instituto Nacional de Câncer 

Coordenação de Pós-graduação 



 

xiii 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

μL  Microlitros 

μm  Micrometro 

μM  Micromolar 

ARF  Alternating reading frame 

AGO     Argonauta 

ATP   Adenosina -5’-trifosfato 

BAK  Bcl-2 homologous antagonist/killer 

BAX  Bcl-2 associated X protein 

BCL-2  B-cell lymphoma-2 

BCL-XL B-cell lymphoma extra-large protein 

BFM   Berlin-Frankfurt-Münster 

BIM  Bcl-2 interacting mediator of cell death 

BSA  Albumina sérica bovina fração V 

cDNA  DNA complementar 

CDK   Cyclin-dependent kinase 

CEP  Comitê de Ética em Pesquisa 

DAB   Tetracloro 3,3 diaminobenzidina 

DNA   Ácido desoxirribonucléico 

DNMTs  DNA metiltransferases 

dNTPs  Desoxirribonucleotídeos trifosfatados 

E2F1               E2F transcription factor 1 

EBNA  Antígeno nuclear do vírus Epstein Barr 

EBV   Vírus Epstein Barr 

FDA              Food and Drug Administration 

FFPE Tecidos fixados em formalina e incluídos em parafina 

FISH                Fluorescent In Situ Hybridization 

HDAC Histona deacetilase 

HDM2  Human Double Minute-2 

HH   Hematoxilina de Harris 

HIV   Vírus da Imunodeficiência Humana 

HLA  Human Leukocyte Antigen 

HPLC  High Performance Liquid Chromatography 

Ig   Imunoglobulina 

INCA   Instituto Nacional de Câncer 



 

xiv 
 

LB   Linfoma de Burkitt 

LCM               Linfoma de Célula do Manto 

LDGC-B  Linfoma Difuso de Grandes Células B 

LDH   Enzima desidrogenase lática 

LMP  Proteínas latentes de membrana 

LNH-B  Linfoma não Hodgkin B  

MCL-1  Myeloid cells leukemia-1 

MDM2  Murine double minute 2 

MAX  myc-associated factor X 

miRNA           micro RNA 

MYC             Homólogo de oncogene viral v-myc de mielocitomatose         

mL  Mililitro 

mM  Milimolar 

NF-kB  Fator de transcrição nuclear Kappa B 

nm  Nanometro 

OMS   Organização Mundial da Saúde 

P.A.   Para análise 

PBS  Solução salina de fosfato  

PCR  Reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction) 

PUMA  p53 Upregulated Modulator of Apoptosis 

PTEN  Phosphatase and tensin homolog 

RB   Retinoblastoma 

RISC  RNA-induced silencing complex 

RNA   Ácido ribonucleico 

RNAm  RNA mensageiro 

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de Sódio 

SFB  Soro fetal bovino 

SIRT 1             Sirtuína 1 

SG  Sobrevida Global 

STR  Short Tandem Repeat 

TBS  Tampão Tris Salino (Tris buffer saline) 

TBP                TATA binding protein 

TE  Tampão de eluição 

TMA  Tissue Microarray 

 



 

xv 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1.1: Histopatologia do LB 4 

Figura 1.2 Estratificação por grupo de risco para o LB. 7 

Figura 1.3: Esquema ilustrativo das translocações encontradas no LB. 10 

Figura 1.4: Esquema ilustrativo dos pontos de quebra do gene c-Myc no LB. 11 

Figura 1.5: Esquema representativo dos mecanismos de regulação da transcrição gênica 

pelo fator de transcrição c-MYC. 16 

Figura 1.6: Biogênese dos miRNAs pela via canônica. 21 

Figura 1.7: Esquema representativo dos miRNAs envolvidos na ontogenia das células B. 25 

Figura 1.8: Representação esquemática do gene C13orf25 e do cluster miR-17-92. 28 

Figura 1.9: Esquema representativo dos alvos regulados pelo cluster miR-17-92 e as vias 

envolvidas. 30 

Figura 1.10: Representação esquemática dos membros da família miR-34. 31 

Figura 4.1: Fluxograma ilustrando o desenho experimental do estudo. 47 

Figura 5.1: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global dos pacientes com LB. 51 

Figura 5.2: Curvas de Kaplan-Meier das sobrevidas globais em 5 anos. 52 

Figura 5.3: Níveis relativos de expressão de miRNAs em amostras tumorais pediátricas 

de LB. 54 

Figura 5.4: Expressão relativa do RNAm de c-MYC em relação a presença da 

translocação de c-MYC. 55 

Figura 5.5 Detecção por imunoístoquímoca da expressão citoplasmática de BIM em 

amostras tumorais de LB. 56 

Figura 5.6: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global em cinco anos em relação à 

expressão da proteína BIM. 57 

Figura 5.7: Análise dos níveis de miRNAs em relação a expressão da proteína BIM em 

amostras tumorais de LB. 58 

Figura 5.8: Inibição do miR-17 utilizando o inibidor hairpin na linhagem Daudi. 59 

Figura 5.9: Curvas de Kaplan-Meier das sobrevidas globais em 5 anos em relação aos 

níveis de expressão de miRNA no LB. 61 

Figura 5.10: Expressão relativa do miR-34b nas linhagens BL41, Daudi e Raji. 63 

Figura 5.11: Expressão relativa do miR34b em linhagens de LB após o tratamento com 

Decitabina. 64 

Figura 5.12: Expressão relativa de c-MYC nas linhagens de LB tratadas com Decitabina. 65 

Figura 5.13: Expressão proteica de c-MYC na linhagem Raji em relação ao tratamento 65 



 

xvi 
 

com Decitabina. 

Figura 5.14: Níveis de c-MYC total e fosforilada nas linhagens Ramos e Daudi. 66 

Figura 5.15: Expressão de miRNAs mediante estabilização proteica de c-MYC na 

linhagem Ramos. 68 

Figura 5.16: Expressão de miRNAs mediante estabilização proteica de c-MYC na 

linhagem Daudi. 69 

Figura 5.17: Avaliação da expressão do cluster miR-17-92 mediante reativação de c-

MYC na linhagem P493-6. 71 

Figura 5.18: Análise da localização da Drosha mediante o tratamento com CHIR na 

linhagem Ramos. 72 

Figura 5.19: Microscopia confocal das células 293T transfectadas com Drosha-GFP 

selvagem e Drosha S300/302 mutante-GFP. 73 

Figura 5.20: Expressão de Drosha-GFP nas frações subcelulares incubadas com CHIR 

por Western blotting. 74 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xvii 
 

 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1.1: Sistema de Estadiamento dos LNH pediátricos (St. Jude) 
5 

Tabela 1.2: miRNAs alterados no Linfoma de Burkitt 
27 

Tabela 5.1: Características Clínicas e Biológicas dos pacientes com LB 
49 

Tabela 5.2 Características clínicas-biológicas dos pacientes c-MYC não translocado 
49 

Tabela 5.3 Análise entre os casos positivos e negativos para translocação de c-MYC 
50 

Tabela 5.4: Valores da quantificação relativa dos miRNAs nas amostras de LB. 
53 

Tabela 5.5 Impacto do miR-17 no prognóstico do LB através da análise multivariada 
62 

Tabela 5.6: Expressão de miRNAs da família miR-34 em relação à sobrevida dos 

pacientes com LB 
62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xviii 
 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................. 01 

  1.1 Linfoma não Hodgkin B na Infância e Adolescência .................................................... 01 

  1.2 Linfoma de Burkitt ......................................................................................................... 02 

      1.2.1 Variantes clínicas do LB.......................................................................................... 02 

      1.2.2 Características Histopatológicas e Imunofenotípicas do LB................................... 04 

      1.2.3 Características Clínicas e Tratamento...................................................................... 05 

  1.3 Patogênese do LB............................................................................................................ 07 

      1.3.1 O papel do EBV no LB ........................................................................................... 07 

      1.3.2 Eventos genéticos e moleculares do LB.................................................................. 09 

  1.4 O proto-oncogene c-Myc................................................................................................ 14 

      1.4.1 Localização e função ............................................................................................... 14 

      1.4.2 Alvos e efeitos da desregulação de c-MYC............................................................. 17 

  1.5 MicroRNAs..................................................................................................................... 19 

      1.5.1 Histórico, biogênese e função.................................................................................. 19 

      1.5.2 miRNA na maturação linfóide B.............................................................................. 23 

      1.5.3 miRNAs e linfomas.................................................................................................. 25 

      1.5.4 Cluster miR-17-92.................................................................................................... 27 

      1.5.5 A família miR-34..................................................................................................... 

1.6 Justificativa para o estudo................................................................................................. 

30 

33 

2 OBJETIVOS ...................................................................................................................... 35 

  2.1 Geral ............................................................................................................................... 35 

  2.2 Específicos ..................................................................................................................... 35 

3 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................................. 36 

  3.1 Seleção de pacientes e controles..................................................................................... 36 

  3.2 Obtenção dos dados clínicos e demográficos dos pacientes........................................... 36 

  3.3 Detecção do vírus Epstein-Barr em amostras tumorais de LB....................................... 

  3.4 Análise da translocação envolvendo c-MYC por FISH.................................................. 

37 

37 

  3.5 Linhagens celulares......................................................................................................... 37 

      3.5.1 Tratamento das linhagens celulares......................................................................... 37 

  3.6 Extração de RNA e miRNA de amostras tumorais de LB incluídas em parafina........... 38 

  3.7 Extração de RNA de linhagens celulares........................................................................ 38 



 

xix 
 

  3.8 Quantificação de RNA.................................................................................................... 38 

  3.9 Síntese de cDNA............................................................................................................. 39 

  3.10 PCR em tempo real ...................................................................................................... 39 

      3.10.1 Quantificação dos níveis de RNAm....................................................................... 39 

      3.10.2 Quantificação dos níveis de microRNAs............................................................... 40 

  3.11 Detecção da proteína BIM por imunoistoquímica........................................................ 40 

  3.12  Western Blotting.......................................................................................................... 42 

  3.13 Transfecção com inibidor de miR-17............................................................................ 

  3.14 Vetores plasmidiais....................................................................................................... 

  3.15 Transfecção celular....................................................................................................... 

  3.16 Microscopia confocal.................................................................................................... 

  3.17 Fracionamento subcelular............................................................................................. 

  3.18 Análise estatística.......................................................................................................... 

44 

44 

45 

45 

46 

46 

4 DESENHO EXPERIMENTAL DO ESTUDO................................................................ 47 

5 RESULTADOS................................................................................................................... 48 

  5.1 Características clínicas e demográficas dos pacientes com LB...................................... 48 

  5.2 Resposta ao tratamento dos pacientes com LB.............................................................. 51 

  5.3 Quantificação dos níveis de miRNAs em amostras tumorais de LB ............................. 53 

  5.4 Expressão de RNAm de c-MYC não está correlacionada com os níveis de expressão 

dos miRNAs do cluster 17-92................................................................................................. 

 

54 

  5.5 Expressão proteica de BIM não foi associada com a sobrevida dos pacientes com LB.  56 

  5.6 Altos níveis dos miR-17 e miR-20a foram correlacionados com ausência da expressão 

proteica de BIM em amostras tumorais de LB....................................................... 

 

57 

  5.7 Inibição do miR-17 em linhagem de LB leva ao aumento dos níveis de BIM............... 59 

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

pediátrico................................................................................................................................. 

  5.9 A baixa expressão do miR-34 não teve impacto no prognóstico do LB......................... 

 

60 

62 

  5.10 A Decitabina alterou o nível de expressão do miR-34b nas linhagens de 

LB............................................................................................................................................ 

 

63 

  5.11 Os níveis de RNAm de c-MYC foram alterados pela Decitabina nas linhagens de LB 

  5.12 A estabilização da proteína c-MYC não alterou a expressão de miRNAs do cluster 

17-92....................................................................................................................................... 

  5.13 A inibição de c-MYC reduz a transcrição do cluster miR-17-92.................................. 

  5.14 O tratamento com CHIR pode modular a localização da Drosha................................. 

64 

 

66 

70 

71 

  5.15  A Drosha S300/302 mutante localiza-se no citoplasma............................................... 72 



 

xx 
 

6 DISCUSSÃO....................................................................................................................... 75 

7 CONCLUSÕES.................................................................................................................. 87 

8 PERSPECTIVAS .............................................................................................................. 

9 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS............................................................................. 

10 ANEXOS........................................................................................................................... 

  10.1 Trabalho científico publicado referente à tese de doutorado........................................ 

  10.2 Trabalho científico publicado tendo sido desenvolvido em paralelo ao projeto de 

tese de doutorado..................................................................................................................... 

  10.3 Trabalho científico publicado não relacionado à tese de doutorado e desenvolvido 

durante o mestrado................................................................................................................... 

  10.4 Trabalhos científicos publicados em colaboração, não relacionados à tese de 

doutorado cuja colaboração ocorreu durante o doutorado....................................................... 

      10.4.1 An unusual long-term outcome of a child with primary myelofibrosis harboring 

a JAK2 mutation...................................................................................................................... 

      10.4.2 FOXM1 targets XIAP and Survivin to modulate breast cancer survival and 

chemoresistance....................................................................................................................... 

      10.4.3 NFAT2 Isoforms Differentially Regulate Gene Expression, Cell Death, and 

Transformation through Alternative N-Terminal Domains..................................................... 

      10.4.4 Langerhans cell histiocytosis: differences and similarities in long-term outcome 

of paediatric and adult patients at a single institutional centre................................................ 

      10.4.5 Histone deacetylase inhibitor prevents cell growth in Burkitt's lymphoma by 

regulating PI3K/Akt pathways and leads to upregulation of miR-143, miR-145, and miR-

101............................................................................................................................................ 

 

88 

89 

110 

110 

 

121 

 

122 

 

122 

122 

 

 

123 

 

123 

 

123 

 

 

123 

  

  

  

  

  

  

 



1 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Linfoma não Hodgkin B na Infância e Adolescência 

Os Linfomas não Hodgkin B (LNH-B) compreendem um grupo heterogêneo de 

neoplasias linfóides originadas através de várias alterações moleculares durante o 

processo de diferenciação do linfócito B, podendo ocorrer expansão clonal destas células 

em diferentes estágios de sua maturação. A classificação dos subtipos de LNH-B tem 

como base a contrapartida da célula normal e as alterações genéticas e moleculares 

detectadas em cada subtipo. Geralmente as translocações cromossômicas que ocorrem 

durante diferentes etapas da diferenciação da célula B são reconhecidas como o evento 

inicial da transformação maligna dessas células. (NOGAI et al., 2011). 

Os LNH-B na infância correspondem a 10% das neoplasias nesta faixa etária 

(GUALCO et al., 2010). Nas últimas décadas tem sido demonstrado um aumento da 

incidência dos LNH principalmente em adultos (CLARKE et al., 2006). Não é totalmente 

conhecido ainda o motivo deste aumento, mas acredita-se que possa estar associado ao 

aumento da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), ou por 

imunossupressão decorrente do aumento do número de realização de transplantes de 

órgãos sólidos (BORNKAMM et al., 2009).  

Os LNH-B da infância e adolescência apresentam-se bastante diferentes daqueles 

que acometem os adultos em relação à prevalência dos subtipos histológicos, 

comportamento biológico, tratamento e ao desfecho clínico. Em indivíduos adultos os 

linfomas geralmente são de baixo e intermediário grau de malignidade predominando o 

linfoma difuso de grandes células B (LDGC-B), enquanto que em crianças, são quase 

exclusivamente linfomas de alto grau de malignidade (SANDLUND et al., 1996). Na 

infância 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 

quanto o LDGC-B são linfomas derivados de um linfócito B do centro germinativo e 

apresentam características clínicas semelhantes na infância. 
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1.2 Linfoma de Burkitt 

 O LB foi descrito em 1958 por Denis Burkitt na África ao observar crianças com   

rosto disforme e, em alguns casos, com uma massa tumoral no abdômen (BURKITT et 

al.,1958). A incidência deste tumor é maior em regiões onde a malária é endêmica como 

a África equatorial. A taxa de incidência nesta região é de 5-10/100.000 crianças e 

representa cerca de 70% dos tumores da infância (van den BOSCH, 2004). Nos Estados 

Unidos e outras regiões como Europa, a incidência é 50 vezes menor, e por isso são 

consideradas regiões de baixo risco (FERRY, 2006).  Já no Brasil, os dados 

epidemiológicos referentes ao LB mostram uma incidência muito semelhante àquela 

observada nas regiões não endêmicas como Estados Unidos e Europa (SANDLUND et 

al., 1997; KLUMB et al., 2003 OLIVEIRA FERREIRA et al., 2012). 

 A alta incidência do tumor na região da África levou os pesquisadores a 

procurarem por uma associação com um agente causal. Desse modo, em 1964, Epstein e 

colaboradores identificaram o vírus denominado de Vírus Epstein-Barr (EBV) em cultura 

de células de biópsia de pacientes com LB (EPSTEIN et al., 1964). No entanto, a 

associação do EBV com o tumor pode variar de 10% a 98% de acordo com a região 

geográfica. Os mecanismos de participação do EBV na gênese do tumor ainda não foram 

totalmente elucidados (BORNKAMM, 2009). Sabemos até o momento que o vírus não é 

um causador do LB, mas pode sim contribuir para sua patogênese especialmente na África 

Equatorial atuando como um importante co-fator em associação com a malária. 

1.2.1 Variantes clínicas do LB 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) são descritas três 

variantes clínicas para o LB com base na incidência e localização geográfica. A 

caracterização de cada subtipo é mostrada a seguir: 

● Endêmico – relacionados aos casos originados na região da África Equatorial e 

da Papua Nova Guiné, ou seja, região onde a Malária é endêmica e o tumor 

também é a neoplasia mais frequente.  Acomete sítios extranodais como a região 

mandibular e órbita, e com menor frequência a região do abdômen e os órgãos do 
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sistema endócrino como ovário (JAFFE et al., 1999). Usualmente está associado 

ao EBV, 98% dos casos (BRADY et al., 2008). 

● Esporádico – denominação para os casos que ocorrem fora da África e têm baixa 

incidência (FERRY, 2006). Os pacientes também apresentam acometimento 

extranodal, porém a região mais acometida é a abdominal   podendo também 

ocorrer envolvimento de medula óssea (SANDLUND et al., 1996). Em geral, 

esses casos apresentam uma baixa associação com o EBV (5-10%). No entanto, 

no Brasil, a associação tem sido mais elevada e varia com a região geográfica. No 

estado da Bahia foi relatada uma associação com o vírus de quase 90% (ARAUJO 

et al., 1996). No estado do Rio de Janeiro nosso grupo também demonstrou uma 

frequência elevada, variando de 60%-70% (KLUMB et al., 2003; HASSAN R et 

al., 2008). 

● Associado à imunodeficiência – principalmente observado em pacientes 

portadores do HIV.  Em geral, o tumor desenvolve-se antes que uma severa 

imunossupressão seja detectada coincidindo com o início da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA) (KNOWLES, 2003). A frequência de 

associação ao EBV nestes casos é de 30 a 40%. Esta variante, normalmente, 

acomete linfonodos, região abdominal, medula óssea e sistema nervoso central 

(POWLES et al., 2000). 

Os linfomas, inclusive o LB, também podem ser associados à imunossupressão 

em indivíduos submetidos a transplante de órgãos, sendo diagnosticados tardiamente à 

realização do transplante, aproximadamente 4,5 anos após o procedimento (GONG et al., 

2003). A maioria desses pacientes foram submetidos à transplante de órgãos sólidos, 

sendo um evento mais raro após transplante de medula óssea (GONG et al., 2003).  Dados 

da literatura sugerem que o EBV tenha um papel importante na patogênese desses 

linfomas, pois há uma frequência elevada de associação do EBV detectado no tumor e no 

plasma desses pacientes (XICOY et al., 2003; MACHADO et al., 2008). 
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1.2.2 Características Histopatológicas e Imunofenotípicas do LB 

  Todas as formas do LB apresentam similaridade histopatológica e são originadas 

de linfócitos B maduros (GEMMA & RICKINSON, 2007). O LB é caracterizado por um 

elevado índice mitótico, acompanhado também de apoptose celular observada pela 

presença de macrófagos tissulares que mostram restos nucleares (MITCHELL et al., 

2005). O alto índice mitótico é indicado pela elevada expressão do antígeno Ki67, 

marcador de proliferação celular, presente em mais de 95% das células do LB (GEMMA 

& RICKINSON, 2007). Os macrófagos 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 núcleo circular, apresentando vários nucléolos e uma quantidade moderada 

de citoplasma (FERRY, 2006). Trata-se de um tumor de células B mais diferenciadas que 

expressam em sua superfície 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) característica de “céu estrelado” do tumor. As setas 

mostram macrófagos fagocíticos (x200). Em (B) Imunomarcação da expressão do antígeno Ki67, 

marcador de proliferação celular, mostrando uma forte expressão nuclear característica do alto 

índice de proliferação das células do LB (x400). Adaptado de HECHT, 2000. 
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1.2.3 Características Clínicas e Tratamento dos LNH-B 

  A maioria dos tumores aparece localizada em algum sítio extraganglionar. Os 

sítios acometidos vão depender da variante do LB. Na forma endêmica, observa-se 

acometimento mandibular e maxilar e também se observa uma preferência pelo 

comprometimento de órgãos abdominais como: rim, ovários e trato gastrointestinal, 

podendo também acometer o sistema nervoso central e região para-espinhal 

(MAGRATH, 1997; DIEBOLD, 2001). Já no LB esporádico, o local preferencial é o 

abdômen, especialmente a região ileocecal, e apenas 14% dos pacientes apresentam 

acometimento de mandíbula que, normalmente, também está associado ao 

comprometimento da medula óssea (MAGRATH, 1997; DIEBOLD, 2001). 

O estadiamento dos pacientes é realizado segundo o sistema St Jude que foi 

descrito por Murphy em 1980 para LNH pediátricos. De acordo com alguns parâmetros 

os pacientes são classificados de I a IV dependendo da localização da doença. Os estágios 

I e II se referem à doença limitada e III e IV à avançada (Tabela 1.1).  

 

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

Estágio Sítios Acometidos 

I Tumor único (nodal ou extranodal)     

II 
Duas ou mais áreas nodais do mesmo lado do diafragma     

Doença intra abdominal completamente ressecável     

III 

Duas ou mais áreas nodais em lados opostos ao diafragma     

Tumor intratorácico      

Doença abdominal localizada e não ressecável    

Tumores paraespinhal ou epidural         

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

óssea 

    Adaptado de LINCH, 2012. 

 

  A resposta inicial ao tratamento é o fator preditivo de resposta ao tratamento mais 

importante, uma vez que pacientes que atingem menos de 20% de redução da doença na 

primeira fase do tratamento apresentam uma sobrevida livre de eventos em torno de 30% 
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(PATTE et al, 2007). Alterações citogenéticas evolvendo, ganho de 7q ou deleção 13q, 

também têm sido associadas a uma menor sobrevida (POIREL et al, 2009; NELSON et 

al, 2011). O prognóstico da doença é determinado de acordo com a carga tumoral que é 

avaliada pelo estádio da doença, nível da enzima lactato desidrogenase (LDH), e pelo 

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

  A enzima LDH é o único marcador biológico utilizado no LB, porém tem baixa 

especificidade uma vez que pode estar aumentada em outras neoplasias, como câncer de 

pulmão, mama e em outras alterações patológicas como infarto do miocárdio, 

pneumopatias, pancreatite, dentre outras (JURISIK, 2015). Altos níveis de LDH estão 

relacionados ao efeito Warburg que se refere à capacidade da célula tumoral de produzir 

ácido lático mesmo em condições aeróbicas. Sendo assim, as células tumorais realizam a 

glicólise anaeróbica, convertendo piruvato à lactato mesmo na presença de oxigênio, 

aumentado os níveis de LDH, enzima que catalisa esta reação. Contudo, concentrações 

elevadas de LDH também podem ser decorrentes da ativação transcricional de LDH-a por 

c-MYC (SHIM, 1997).  

  O tratamento do LB é considerado uma emergência oncológica, sendo necessário 

rápido diagnóstico e determinação do estágio, para planejamento e início da terapia 

(PATTE, 2003), uma vez que o tumor tem um elevado índice de proliferação, podendo 

dobrar de tamanho em até 24 horas (DIEBOLD, 2001). Atualmente, também se utiliza a 

estratificação em grupo de risco de acordo com dois grandes grupos: Francês, Americano, 

Britânico (FAB) e Berlin–Frankfurt–Munster (BFM) o que vem sendo responsável pelo 

aprimoramento no tratamento resultando em um aumento na sobrevida global dos 

pacientes (Figura. 1.2) (MILES et al., 2012). No início da década de 80 (ANDERSON et 

al., 1983), o esquema de tratamento foi reformulado e introduzida uma terapia intensiva 

e de curta duração 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). 
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Figura 1.2 Estratificação por grupo de risco para o LB. Adaptado de WAXMAN, 2011. 

 

  O tratamento convencional dos LNH-B na infância e adolescência consiste em 

quimioterapia de alta intensidade e curta duração, com o objetivo de atingir as células de 

crescimento rápido com período de duplicação menor que 24 horas. Elevadas doses de 

metotrexato, citarabina e ciclofosfamida juntamente com vincristina, antraciclinas, 

etoposideo e corticosteróides são as drogas mais efetivas no LB e LDGC-B (PATTE, 

2001). Porém esta terapia gera efeitos colaterais importantes como mucosite severa, 

toxicidade hematológica, e efeitos tardios como doenças cardíacas e infertilidade 

(PATTE, 2007).  No Instituto Nacional de Câncer o protocolo utilizado é baseado nos 

protocolos do grupo BFM 86/90 (Berlin-Frankfurt-Münster) (REITER et al., 1995; 1999) 

adaptados para as condições e co-morbidades detectadas ao diagnóstico (KLUMB et al., 

2004). 

 

1.3 Patogênese do LB 

 

1.3.1 O papel do EBV no LB 

  Em 1964, Epstein e colaboradores identificaram um vírus nas células do LB e 

então nomearam de Epstein-Barr vírus (EBV).  Este foi o primeiro vírus descrito 

associado à patogênese tumoral em humanos, sendo então classificado como um vírus 
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oncogênico (BURKITT, 1983). O EBV é um gama-herpesvirus pertencente à família 

herpesviridae e é amplamente distribuído pelo mundo. Aproximadamente 95% da 

população já foi infectada pelo EBV, porém a maioria teve a infecção de forma 

assintomática (BRADY et al., 2008). Os linfócitos B são o alvo da infecção que é do tipo 

latente isto é, sem replicação viral (MITCHELL et al., 2005). Diversos estudos têm 

relatado que as proteínas do EBV estão associadas com a transformação maligna, 

desregulando os sinais normais de proliferação e sobrevivência em células com infecção 

latente (MANET et al., 1998; BAUMFORTH et al., 1999). A identificação do genoma 

do EBV em todas as células tumorais possibilitou concluir que a infecção pelo EBV é 

monoclonal e precede, ou ocorre concomitantemente à transformação maligna da célula 

B. Dessa forma, a ideia de que o vírus exerce um importante papel na gênese do tumor é 

reforçada (BRADY et al., 2008). No entanto, estudos sugerem que fatores adicionais 

também possam estar envolvidos no potencial cancerígeno do EBV. Infecções como a 

malária, HIV e o estado de imunodepressão aumentam o número de células B infectadas 

pelo EBV (KLUMB, 2001). 

  A maneira pela qual o EBV contribui para a patogênese do LB ainda não foi 

totalmente esclarecida. Entretanto, dois modelos foram propostos. O primeiro modelo 

reforça que o EBV exerce um papel de potencializador na formação do tumor, mas com 

pouco efeito na manutenção (HECHT & ASTER, 2000). Este modelo propõe que a 

infecção aguda promova uma expansão policlonal das células B infectadas. O padrão de 

expressão gênica do EBV é o de latência III onde o vírus expressa seis antígenos nucleares 

([EBNA] 1, 2, 3A, 3B, 3C, LP) e as proteínas latentes de membrana (LMP1, LMP2A e 

LMP2B) (KLEIN et al., 1996). Esse padrão de expressão gênica está associado com a 

proliferação e transformação das células B in vitro. Desse modo acredita-se que a 

estimulação da proliferação da célula B aumente a probabilidade de ocorrência do 

rearranjo de c-Myc (HECHT & ASTER, 2000). 

  Já o segundo modelo, que não exclui a hipótese do primeiro modelo leva em 

consideração que o padrão de expressão gênica do EBV das células do LB é diferente dos 

imunoblastos B infectados (LYONS & LIEBOWITZ, 1998). Este padrão de latência está 

correlacionado com a diminuição da expressão de moléculas de adesão, HLA de classe I 

e proteínas imunogênicas do EBV que facilitam que as células infectadas escapem do 
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sistema imunológico (BORNKAMM, 2009). No entanto, o que também se especula é que 

os dois modelos propostos sejam integrados. Sendo assim, primeiramente o padrão de 

expressão leva a uma proliferação celular. Em seguida, ocorre a translocação envolvendo 

c-Myc e então o padrão de latência é alterado a fim de que células transformadas e 

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

 Geralmente os vírus oncogênicos são capazes de desregular os pontos de 

checagem do ciclo celular tendo como alvo principal a proteína p53. No entanto, estudos 

demonstraram que p53 não é o principal alvo do EBV no processo de transformação 

neoplásica da célula B (O’NIONS & ALLDAY, 2003).  A diminuição da expressão da 

proteína pró-apoptótica BIM (Bcl-2 interacting mediator of cell death) da família BCL-

2, tem sido apontada como um importante alvo do EBV durante a infecção latente em 

células B (ANDERTON et al., 2008). Porém, ainda é desconhecido o mecanismo exato 

pelo qual o EBV tem o efeito de modular a expressão de BIM.  Estudo recentes mostraram 

que as oncoproteínas EBNA3A e EBNA3C do EBV contribuem para diminuição da 

expressão de BIM promovendo alterações epigenéticas como metilação da região 

promotora de Bim e desacetilação das histonas H3 e H4 que ocasionando uma 

compactação da cromatina, reprimindo a transcrição gênica (ANDERTON et al., 2008; 

PASCHOS et al., 2009). Além disso, a expressão de BIM também é regulada por 

microRNAs (miRNAs) que serão detalhados em outro tópico (OLIVE V et al., 2009). 

Recentemente foi descrito que o EBV através da oncoproteína EBNA1 induz a 

expressão de miRNAs celulares, alterando a homeostase celular e cooperando para 

tumorigênese do LB (ONNIS et al., 2012). Adicionalmente, um estudo avaliou o perfil 

de expressão dos miRNAs em amostras tumorais de LB EBV positivas e negativas e 

mostrou que alguns miRNAs estão diferentemente expressos, reforçando, desse modo, o 

envolvimento do EBV na patogênese do LB (AMBROSIO MR et al., 2014). 

1.3.2 Eventos genéticos e moleculares do LB 

  O LB é caracterizado pela superexpressão do proto-oncogene c-Myc que é um 

fator de transcrição primordial na regulação das células B, capaz de reprimir e ativar genes 

que estão envolvidos em diversos processos celulares como o controle do ciclo celular, 

proliferação, apoptose, metabolismo, síntese de ácidos nucleicos e outros (BOXER & 



10 

 

DANG, 2001; CAI et al, 2015). Na maioria dos casos a expressão aumentada de c-MYC 

é decorrente da translocação entre as regiões do cromossomo 8, na banda 24q, com um 

dos genes das imunoglobulinas (IgH, IgK ou IgL). Em 80% dos casos a translocação 8;14 

está presente, e o gene c-Myc é translocado do cromossomo 8 para o gene da cadeia 

pesada da IgH no cromossomo 14 (HEIM & MITELMAN, 1995). Os outros 20% 

correspondem às translocações variantes t(8;22) e t(2;8) envolvendo os genes das IgL e 

IgK, respectivamente, onde parte das cadeias leves são transferidas para o cromossomo 8 

(HEIM & MITELMAN, 1995). Em ambos os casos ocorre a fusão do gene c-Myc com o 

gene da região constante da Ig (KLUMB, 2001) (Figura. 1.3). No entanto, cerca de 15% 

dos casos de LB não apresentam a translocação envolvendo c-Myc demonstrando que 

outros mecanismos também estão envolvidos na superexpressão de c-MYC tais como 

amplificação gênica, mutação, polimorfismos na região 8q24, e a diminuição da 

expressão do micro-RNA 34b (LEUCCI, 2008; CAI et al, 2015). 

 

 

Figura 1.3: Esquema ilustrativo das translocações encontradas no LB. As translocações 

t(8;14), t(8,22) e t(2;8) são ilustradas. Adaptado de KLAPPROTH & WIRTH, 2010. 

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

No LB esporádico e no associado à imunodeficiência, o ponto de quebra é mais comum 
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no éxon 1 ou no íntron 1. Já no LB endêmico, a quebra acontece distante das sequências 

codificadoras e regulatórias do gene (100 Kb no sentido 5’ do éxon 1) (MAGRATH, 

1997). Nos genes das imunoglobulinas, o ponto de quebra também é diferente entre as 

variantes da doença (SHIRAMIZU, 1991). No entanto, independente do ponto de quebra, 

a região codificadora do gene c-Myc é transferida intacta, pois o primeiro exon não é 

codificante. Após a justaposição, 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 justaposição ao c-Myc gera 

inapropriadamente elevados níveis de RNA mensageiro e da proteína c-MYC. 

Adicionalmente, também ocorre a remoção de regiões reguladoras negativas de c-Myc 

como uma consequência direta das translocações ou através de mutações contribuindo 

ainda mais para o aumento da atividade de c-MYC (HECHT & ASTER, 2000). (Figura 

1.4) 

 

Figura 1.4: Esquema ilustrativo dos pontos de quebra do gene c-Myc no LB. Em A, 

representação gráfica do gene c-Myc com os três exons. Regiões codificantes de proteínas estão 

representadas em cinza. Em B, ponto de quebra dentro do éxon 1 no LB esporádico, o início da 

transcrição passa a ser no íntron 1 (seta tracejada). Em C, ponto de quebra no LB endêmico, 

preservando o éxon 1, porém, há mutações nesta região que leva a perda do controle da transcrição 

de c-MYC. CH, região constante da cadeia pesada; S, região switch; E, segmento enhancer; JH, 

região combinação. Adaptado de GOLDSBY & CARROLL, 1998. 

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

proliferação celular, para contrabalancear este efeito também ativa a morte celular 
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programada (apoptose) (PACKHAM & CLEVELAND, 1995). Dessa forma, são ativadas 

vias de morte celular dependentes e independentes de p53 resultando em apoptose 

(CHERNEY, 1995). Myc pode ativar tanto a via intrínseca quanto a via extrínseca da 

apoptose, promovendo um aumento da transcrição de genes pró-apotóticos como TP53 e 

P14ARF e diminuição da expressão de genes anti-apoptóticos como o Bcl-2 (MEYER, 

2006).  Assim, alterações adicionais são necessárias para o desenvolvimento do LB a fim 

de neutralizar os efeitos apoptóticos gerados pela expressão aumentada de c-MYC.    

  A proteína supressora tumoral p53 é denominada a guardiã do genoma celular, 

atuando no controle do ciclo celular, reparo do DNA ou na ativação da morte celular 

programada -apoptose- em resposta a sinais de estresse. Em diversos tipos de câncer 

encontra-se desregulada por mutações, ou ocorrem alterações em sua via de ativação 

(VOUSDEN & PRIVES, 2005). Os níveis de p53 normalmente são baixos na célula, pois 

são controlados pelo regulador negativo HDM2 (Human Double Minute-2). A proteína 

MDM2 é o maior regulador de p53 funcionando como uma E3-ubiquitina ligase. A 

MDM2 liga-se à p53, inibe sua atividade transcricional e promove sua exportação do 

núcleo para o citoplasma onde induz a sua degradação dependente de proteossoma. A 

proteína antagonista de HDM2 é p14ARF que é considerada uma proteína supressora 

tumoral atuando na inibição da função de HDM2, promovendo um aumento da atividade 

de p53 (HOFFMAN & LIEBERMANN, 2008). Desse modo, a perda de p14ARF e/ou p53 

resulta em uma maior sobrevivência da célula. Cerca de um terço dos LB possuem 

inativação de p53 por mutação (FARRELL et al., 1991). Um estudo realizado pelo nosso 

grupo encontrou 20% de mutação em p53 no LB pediátrico (KLUMB et al., 2003). No 

entanto, alterações em algum ponto da via p53/ARF/HDM2 têm sido sugeridas como 

importantes eventos na patogênese do LB, uma vez que a maioria das linhagens celulares 

derivadas do LB tem alteração nesta via (LINDSTROM et al., 2001). 

  Alterações em vias que controlam a proliferação celular como, p16INK4A, também 

têm sido demonstradas como eventos importantes na patogênese do LB. P16INK4A 

promove parada no ciclo celular através da inibição das cinases dependentes de ciclinas 

4 ou 6, (CDK4 ou CDK6) (SERRANO et al., 1996). P16 liga-se às CDK4/6 inibindo a 

formação do complexo entre a ciclina D e a CDK  4/6 que é responsável pela fosforilação 

de membros da família Rb. À medida que permanece não fosforilada, Rb liga-se 



13 

 

fortemente ao E2F, um fator de transcrição de genes que codificam proteínas que regulam 

a progressão do ciclo celular da fase G1 para S e, consequentemente, a proliferação 

celular (SERRANO et al., 1996). Desse modo, a perda da expressão de P16 tem um 

impacto na regulação de um grupo de genes envolvidos no controle da progressão 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 

inativação de P16INK4a em amostras tumorais pediátricas de LB sendo detectada a 

metilação da região promotora do gene P16INK4a (ROBAINA et al, 2015) em 72% dos 

casos.  Mutações no gene do retinoblastoma (RB2/p130) que está abaixo da via de 

P16INK4a foram relatadas no LB endêmico em associação com elevados níveis de 

proliferação celular (CINTI et al., 2000). No entanto, no LB esporádico do Brasil 

mutações no gene RB2/p130 foram relatadas como um evento raro e, provavelmente, sem 

envolvimento na patogênese do LB (KLUMB et al., 2008). 

  Recentemente, foi demonstrado que a via de PI3K (fosfatidilnositol-3-cinase) que 

atua na ativação de várias vias de sinalização intracelular regulando proliferação, 

crescimento, metabolismo e sobrevivência da célula, coopera juntamente com c-MYC na 

patogênese 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 características histológicas 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 inibição da proliferação 

celular em linhagens derivadas do LB, destacando, o papel da via de PI3K como um 

importante alvo terapêutico (FERREIRA et al., 2015) no LB. 

  Mutações pontuais na treonina 58 do gene c-Myc translocado têm sido 

frequentemente observadas em células do LB (SEARS, 2004). Esta mutação impede a 

fosforilação da treonina 58 resultando num aumento da estabilidade da proteína c-MYC 

afetando seu potencial apoptótico (HEMANN et al., 2005). Além disso, essa mutação 

também tem como efeito o bloqueio da capacidade que MYC possui de induzir a 

expressão da proteína pró-apoptótica BIM (O’CONNOR et al.,1998). Desse modo, a 

mutação na T58 representa um importante mecanismo pelo qual c-MYC promove a 

proliferação celular e evasão da apoptose. 
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1.4 O proto-oncogene c-Myc 

 

1.4.1 Localização e função 

  O gene viral v-Myc foi identificado, em 1977, a partir do retrovírus MC29 

causador da mielocitomatose em aves (SHEINESS D et al., 1979).  Em seguida, foi 

identificada a sequência homóloga em humanos no LB numa translocação envolvendo a 

região 8q24 e os genes da cadeia pesada ou leve das imunoglobulinas, localizadas nos 

cromossomos 14, 2 ou 22 respectivamente, e então, denominado de celular MYC (c-

MYC) (DALLA FAVERA et al., 1982; TAUB et al., 1982). A família MYC é formada 

de três fatores de transcrição conservados (c-, N- e L-MYC) que atuam na proliferação 

de células somáticas e germinativas, no metabolismo celular e na progressão 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 expressão de MYC é estritamente regulada pelos sinais 

mitóticos. Além disso, tanto o RNAm quanto a proteína codificada por MYC possuem 

uma meia vida curta em torno de 10 e 25 minutos, respectivamente, e na ausência de 

sinais de proliferação, os níveis de MYC são rapidamente reduzidos (SOUCEK & EVAN, 

2010). Durante diferentes estágios de desenvolvimentos dos linfócitos ocorre uma 

variação dos níveis de MYC, sendo mais expresso nas células que estão proliferando. 

Desse modo, a expressão de MYC nas células B do centro germinativo (CG) é um evento 

importante para a linfomagênese B em humanos, pois a maioria dos linfomas são 

provenientes de células B do CG e frequentemente associados a translocações envolvendo 

MYC (SEWASTIANIK, et al., 2014). 

  O gene c-Myc é constituído de três éxons, sendo o primeiro não codificante. 

Codifica uma fosfoproteína nuclear de meia vida curta. A porção N-terminal contém três 

sequências conservadas, denominadas MYC-boxes (MB) I, II e III. Essas sequências são 

essenciais para a estabilização da proteína, para promover a interação entre proteínas e 

ativação, ou repressão transcricional de seus alvos (ADHIKARY & EILERS, 2005). A 

porção C-terminal é constituída do domínio zíper de leucina hélice-volta-hélice o qual 
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possibilita a interação entre MYC e o fator de transcrição MAX (myc associado fator X) 

(BLACKWOOD, 1991). A interação com MAX é necessária para promover a ligação de 

MYC com regiões específicas de DNA (E-boxes) do promotor de genes alvos. Dessa 

forma, o heterodímero MYC/MAX modula a transcrição gênica através da formação de 

um complexo de coativadores específicos. Durante a formação desse complexo são 

recrutadas histonas acetiltransferases como P300 e CBP, dentre outras, que induzem o 

remodelamento da cromatina (GRANDORI C, et al., 2000). Várias sequências de DNA 

são reconhecidas como um E-box de MYC/MAX dentre eles a sequência 5-CACGTG-3’ 

que pode sofrer metilação do resíduo CpG central, impedindo a ligação de MYC e 

formação do complexo e, consequentemente, repressão da transcrição gênica 

(PRENDERGAST GC, et al., 1991).  Outra forma de inativação da transcrição gênica, e 

também a mais bem estudada, é através da ligação do heterodímero (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 homodímero (MAX/MAX) e também heterodímeros com outras 

proteínas, tais como: MAD1, MAD3, MXI1 e MNT. Esses heterodímeros ligam-se a 

regiões E-boxes, recrutam histonas deacetilases (HDAC) e reprimem a expressão gênica 

(ADHIKARY S & EILERS, 2005). Um esquema representativo dos mecanismos de 

ativação e repressão por MYC é mostrado na figura 1.5. 
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Figura 1.5: Esquema representativo dos mecanismos de regulação da transcrição gênica 

pelo fator de transcrição c-MYC. Em A, MYC forma heterodímero com MAX e se liga a 

sequências específicas (E-box) no promotor do DNA de genes alvos promovendo a síntese de 

RNAm. Em B,  o heterodímero se liga a MIZ1, recruta as DNMT3A e DNMT3B, promovendo a 

metilação e repressão gênica. (Reproduzido de SMITH et al., 2010). 

 

  A estabilização da proteína c-MYC é dependente da fosforilação em dois sítios 

no domínio N-terminal. A fosforilação da serina 62 (S62) mediada por ERK 

(extracelular-regulated Kinase) aumenta a estabilidade de c-MYC. Por outro lado, a 

fosforilação da treonina 58 (T58) pela GSK-3β sinaliza a degradação de c-MYC 

(JUNTILA & WESTERMARCK, 2008). É importante ressaltar, que a T58 é 

frequentemente mutada em várias neoplasias, inclusive no LB como já mencionado. A 

A 

B 
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mutação impede que o resíduo seja fosforilado, aumentando a estabilidade da proteína 

(BAHRAM et al., 2000). Além disso, as mutações também estão sendo associadas a uma 

diminuição na capacidade de ativação da apoptose por c-MYC (HEMANN et al., 2005).  

 

1.4.2 Alvos e efeitos da desregulação de c-MYC 

  A identificação de um único conjunto de genes regulados por c-MYC não tem 

sido possível, à medida que c-MYC modula a expressão uma série de genes envolvidos 

em múltiplos processos da biologia da célula (SEWASTIANIK et al., 2014). Além disso, 

os estudos que avaliaram as vias oncogênicas de c-MYC em diferentes neoplasias 

encontraram apenas uma sobreposição parcial de vias (LIN CY et al., 2012). Os genes 

alvos de c-MYC são predominantemente transcritos pela RNA polimerase II (Pol II). 

Entretanto, c-MYC também regula a transcrição de alvos da RNA polimerase I e III, 

aumentando os níveis de RNA ribossomal e RNA transportador. Dessa forma, c-MYC 

promove a proliferação celular atuando tanto na biogênese ribossomal quanto na 

maquinaria de tradução (ADHIKARY S & EILERS, 2005). 

  Uma vez que c-MYC amplifica funções celulares fundamentais no contexto das 

neoplasias algumas vias comumente ativadas foram identificadas em alguns tipos de 

tumor. A transição da fase G0/G1 a S do ciclo celular é modulada por c-MYC através da 

regulação da expressão das ciclinas D e E, e das cinases dependentes de ciclinas (CDK4 

e CDK2), resultando na hiperfosforilação da proteína do retinoblastoma (RB1) e liberação 

do fator de transcrição E2F, envolvido na progressão no ciclo celular (STEINER MS et 

al., 2000). Adicionalmente, c-MYC juntamente com E2F se liga a vários genes 

envolvidos na replicação do DNA, sugerindo que os dois fatores de transcrição atuam de 

forma coordenada (ZELLER KI et al., 2006). Além disso, atua no ponto de checagem 

G2/M através da ativação da transcrição da ciclina B1 (DEN HOLLANDER et al., 2010). 

c-MYC também coopera com outros fatores de transcrição como HIF1α (fator indutor de 

hipóxia) e promove a expressão de genes envolvidos no metabolismo da glicose 

(OSTHUS et al., 2000). 
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  A expressão de proteínas próapoptóticas também é induzida por c-MYC, como 

aumento da expressão de p14ARF que leva a diminuição de MDM2 – uma ubiquitino ligase 

que degrada p53 –  resultando no aumento de p53, e culminando em apoptose. 

Adicionalmente, c-MYC induz um aumento da proteína próapoptótica BIM e 

indiretamente reprime a expressão das proteínas antiapoptóticas BCL-2 e BCL-XL 

(EGLE A et al., 2004). Desse modo, a superexpressão de c-MYC somente, não é 

suficiente para promover a tumorigênese. Nas neoplasias linfóides com aumento de 

expressão de c-MYC também são observados outros eventos como mutação na via de 

p53, aumento dos níveis de proteínas antiapoptóticas e aumento das vias que levam ao 

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

  Além do controle de um amplo número de genes, c-MYC também se liga em 

sequências regulatórias de DNA e modula a expressão de RNAs não-codificantes como 

os microRNAs (miRNAs). c-MYC reprime múltiplos miRNAs classificados como 

supressores tumorais tais como, miR-15a, miR16, a família 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 não tenha sido totalmente 

elucidado, alguns estudos recentes têm mostrado que o 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 diminuição da expressão do miR-29 (ZHANG X et al., 2012). 

  Por outro lado, a superexpressão de MYC também promove o aumento da 

expressão de vários miRNAs com características oncogênicas, que são denominados 

(“oncomiRs’), dentre eles, está incluído o cluster miR-17-92 que contribui no aumento da 

proliferação celular, angiogênese, metástase, sobrevivência e metabolismo (XIONG L, et 

al., 2013; PSATHAS & TIKHONENKO, 2014). Dessa forma, a descoberta do 

envolvimento de c-MYC na regulação de miRNAs aumentou ainda mais a complexidade 

em relação aos alvos de MYC uma vez que cada miRNA pode atuar na regulação de 

várias proteínas como será descrito a seguir. 
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1.5 MicroRNAs 

Os microRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs constituídos de 19 a 24 

nucleotídeos que não codificam proteínas e atuam na regulação da expressão gênica, no 

nível pós-transcricional.  Constituem um dos mecanismos epigenéticos, além da 

metilação do DNA e das modificações em histonas. Atualmente, esses mecanismos são 

designados para representar alterações na expressão gênica herdáveis durante o processo 

de divisão celular e que não modificam a sequência de DNA, logo, tratam-se de alterações 

totalmente reversíveis (SARKIES & SALE, 2012). 

 

1.5.1 Histórico, biogênese e função 

O primeiro miRNA, lin-4, foi descrito inicialmente em Caenorhabditis elegans 

em 1993 (LEE RC, et al., 1993). No entanto, somente após alguns anos e em seguida à 

descoberta do segundo miRNA, o let-7 - também em C. elegans - que a sua importância 

e função na regulação da expressão gênica começou a emergir (OLSEN PH & AMBROS 

V, 1999). Até o presente momento, já foram descritos 1.881 precursores e 2.588 miRNA 

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

A transcrição dos miRNAs é realizada pela RNA-polimerase II (RNA Pol II), 

embora haja casos de polimerase III. Os miRNAs são inicialmente transcritos como um 

longo precursor nuclear de tamanho variável (centenas ou milhares de nucleotídeos), ou 

como clusters de miRNAs. Estes transcritos recebem o “Cap” na extremidade 5’ e uma 

cauda de poliadenilato na sua extremidade 3’ e são denominados de pri-miRNA (primário 

miRNA) e funcionam como pri-miRNA. No núcleo, um complexo microprocessador 

contendo a enzima RNAse III, Drosha, juntamente com seu cofator essencial 

DGCR8/Pasha, cliva o longo transcrito primário (pri-miRNA) e dá origem a uma 

molécula com estrutura secundária em forma de grampo que apresenta em torno de 70 a 

100 nucleotídeos, 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 III, para formar um pequeno 

miRNA  miRNA* duplex   que é em seguida desenrolada pela helicase em uma única 
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fita madura de miRNA com cerca de 22 nucleotídeos (MACFARLANE, LA & MURPHY 

PR, 2010).  O miRNA maduro é incorporado ao complexo de silenciamento induzido por 

RNA (RISC) e, então, este complexo liga-se a sequências complementares na região 

3’UTR do gene alvo, resultando na degradação do RNAm alvo, caso seja totalmente 

complementar, ou na inibição da sua tradução, quando não há 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 degradação 

(ZAMORE & HALEY 2005). 

Os miRNAs são transcritos de genes individuais contendo os seus próprios 

promotores, embora, também são observados nas regiões de éxons e íntrons, podendo 

compartilhar o promotor do gene hospedeiro (MARUYAMA R & SUZUKI H, 2012). No 

entanto, os genes de miRNAs que estão localizados em regiões de splicing necessitam da 

maquinaria de splicing para que ocorra o seu processamento (BEREZIKOV E, 2011). Já 

os miRNAs que estão localizados em íntrons de genes codificantes de proteínas são 

produzidos em pequenos grampos chamados miRtrons. Os miRtrons constituem 5-10% 

dos genes de miRNAs em invertebrados e vertebrados e são expressos em menores níveis 

que o miRNAs transcritos pela via canônica descrita anteriormente (OKAMURA et al., 

2008). 
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Figura 1.6: Biogênese dos miRNAs pela via canônica. Os miRNAs são transcritos a partir da 

RNA polimerase II em longos transcritos primários que são posteriormente clivados pela RNAse 

Drosha juntamente com o cofator DGCR8, formando o miRNA precursor. O miRNA precursor é 

exportado para o citoplasma pela Exportina-5 e RanGTP, processado pela RNAse Dicer, formando 

um complexo com as proteínas de ligação ao RNA, PACT e TRBP, em sequência ocorre clivagem 

gerando miRNA duplex (I). Em alguns casos, primeiro ocorre uma clivagem pela AGO2 gerando 

o ac-pre-miRNA; (II). Helicase desenrola o miRMA duplex e apenas uma das fitas do miRNA 

maduro é incorporado ao complexo RISC, que dependendo do grau de complementaridade com 

o RNAm alvo induz a sua degradação ou inibe a tradução. RNA Pol II, RNA polimerase II; 

DGCR8, DiGeorge syndrome critical region gene-8; exportina-5; TRBP, proteína de ligação à 

TAR; PACT, proteína cinase ativadora RNA; RISC, complexo de silenciamento induzido por 

RNA; AGO, Argonauta. Adaptado de Adams et al., 2014. 
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 A eficiência pela qual a Drosha realiza o processamento dos miRNAs é essencial 

para a manutenção dos níveis de miRNA na célula. Existem vários mecanismos para 

regular a atividade e especificidade da Drosha, sendo o mais conhecido, a estabilização 

através da interação proteína-proteína entre Drosha e DGCR8 (HAN et al, 2009). Drosha 

é uma proteína de aproximadamente 160 kDa de localização nuclear, que pertence a uma 

família de endonucleases tipo RNase III e atuam especificamente em RNA de fita dupla 

(dsRNA). O domínio c-terminal possui a atividade enzimática, sendo necessário para o 

processamento do pri-miRNA in vitro, já o domínio amino-terminal é importante para a 

localização nuclear em células de mamíferos (HAN et al, 2004). Além disso, Drosha é 

uma proteína essencial para o desenvolvimento, pois um estudo observou que a ausência 

de expressão da Drosha em células germinativas é letal durante a embriogênese de ratos 

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

Alterações pós traducionais também estão envolvidas na regulação da atividade 

do microprocessador, alterando a biogênese dos miRNAs. Neste contexto, foram 

observados que a fosforilação da Drosha pela glicogênio sintase cinase 3β (GSK3β) é 

requerida para a localização nuclear da proteína (TANG et al, 2011) como também a 

acetilação da Drosha promove sua estabilização, inibindo a degradação da mesma (TANG 

et al, 2013). Adicionalmente, mutações em Drosha têm sido reportadas no favorecimento 

do Tumor de Wilms, neoplasia renal mais comum na infância (RAKHEJA et al., 2014; 

WALZ et al., 2015). No entanto, a estrutura e regulação da Drosha ainda não está 

totalmente elucidada, portanto, o avanço nesta área irá promover um melhor 

entendimento do processo de maturação dos miRNAs. 

Uma vez que a ligação entre os miRNAs e RNAm é frequentemente alcançada 

com complementaridade imperfeita, cada miRNA pode ligar-se e regular vários RNAm 

(ADAMS BD, et al., 2014). Mais de 5300 genes humanos são regulados através de 

miRNAs, representando cerca de 30% do total de genes e mais de 60% dos genes 

codificantes de proteínas são alvos de miRNAs (ASSLABER D, et al., 2010). Por 

conseguinte, a expressão aberrante de um único miRNA pode alterar a tradução de 

múltiplos genes dentro de uma célula, ocasionando intensas alterações fenotípicas. Desse 

modo, os miRNAs regulam praticamente todos os processos celulares incluindo o ciclo 

celular, a proliferação celular, apoptose, diferenciação celular, metabolismo, 
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desenvolvimento de órgãos e hematopoiese (KIM VN, 2005; LAWRIE CH, 2013). Neste 

contexto, um grande esforço tem sido feito para esclarecer o seu papel na hematopoiese 

normal e maligna. Em particular, estudos sobre a expressão total de miRNA (miRome) 

demonstraram que a expressão dos miRNAs é um processo dinâmico durante a maturação 

linfóide, variando de acordo com tecidos específicos e o estágio de desenvolvimento da 

célula linfóide (LAWRIE CH, 2013). 

 

1.5.2 miRNA na maturação linfóide B 

A expressão gênica durante o desenvolvimento dos linfócitos é regulada 

principalmente por fatores de transcrição, no entanto, um nível adicional de regulação 

tem sido demonstrado via miRNAs (TULLIO GD, et al., 2014). Para avaliar globalmente 

a importância do controle de miRNA no desenvolvimento de células B têm sido utilizados 

modelos nocautes para Dicer em progenitores de células B (KORALOV SB, et al., 2008). 

Com estes modelos, foi possível observar que a supressão condicional de Dicer em 

progenitores precoces de células B induziu um bloqueio quase completo da transição pró-

pré-B, sendo detectado um número muito reduzido de células B na medula óssea e nos 

órgãos linfóides periféricos. Este bloqueio no desenvolvimento de células B é causado 

por uma forte indução de apoptose em células pró-B mediadas por um aumento 

significativo da expressão de BIM, uma proteína pró-apoptótica (LAWRIE CH, 2013). 

BIM é alvo de diferentes membros do cluster miR-17-92 (também conhecido como 

Oncomir-1). Este cluster contém vários miRNAs individuais, frequentemente 

amplificados e expressos em linfomas e vários tumores sólidos (CHEN CZ et al., 2004). 

Mais detalhes sobre esse cluster serão descritos no tópico a seguir. Em particular, após a 

exclusão de Dicer, miR-17-92 é indetectável em ambas as células, pró e pré B (LAWRIE 

CH, 2013). Esta observação reforça que os efeitos da deleção da Dicer dependem 

principalmente da perda do cluster miR-17-92. 

Várias famílias de miRNAs têm sido descritas atuando no controle e no 

desenvolvimento de células-B. Numerosos estudos têm documentado que perfis 

específicos de expressão de miRNAs podem ser ligados a diferentes etapas do processo 

de maturação/diferenciação 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 é durante a 

transição 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 número 

relativamente limitado de alvos em sua maioria envolvidos na morte celular, 

sobrevivência e proliferação celular (HAVELANGE V et al., 2010). 

O processo de diferenciação terminal em células plasmáticas e células B de 

memória também envolve a regulação por miRNAs, induzindo diminuição dos níveis do 

miR-9 e let-7 e aumentando miR-30 (LIN J et al., 2011). Este processo resulta no aumento 

da expressão de PRDM1 (PR domínio contendo proteína 1), também conhecido como 

Blimp-1, e diminuição de BCL-6 (B-cell lymphoma) (NIE, K et al., 2008). Portanto, o 

equilíbrio entre BCL-6 e PRDM1 regulados pelo miR-9 e let-7, bem como, o miR-30 

representa um mecanismo de regulação importante de diferenciação de células B. A 

desregulação desse mecanismo pode interferir com a sobrevivência e maturação das 

células B, sugerindo um papel importante desses miRNAs na patogênese de linfomas de 

células B. Aumento nos níveis de expressão 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 diferenciação do linfócito B são mostrados na figura 1.7. 
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Figura 1.7: Esquema representativo dos miRNAs envolvidos na ontogenia das células B. Na 

ilustração gráfica são mostrados os miRNAs importantes na transição de cada etapa da célula B 

a partir da célula progenitora linfóide comum até diferenciação em célula B de memória e célula 

plasmática. (TULLIO GD et al., 2014) 

 

1.5.3 miRNAs e linfomas 

 Alguns miRNAs podem induzir a expressão de genes que promovem a 

proliferação e sobrevivência celular, bem como inibir a expressão de genes que controlam 

a morte celular. Assim, estes miRNAs são considerados oncogênicos e também chamados 

de "oncomiRs" sendo geralmente expressos em baixos níveis em condições fisiológicas. 

Por outro lado, o aumento da sua expressão induz a superexpressão de genes que 

promovem o crescimento celular e/ou diminui a expressão de genes supressores de tumor 

e/ou genes que controlam a apoptose, contribuindo para a tumorigênese (ZHANG et al., 

2007). À ressaltar, a maioria dos genes de miRNAs humanos estão localizados em regiões 

cromossômicas frequentemente correlacionadas ao câncer, chamadas de regiões 

genômicas associadas ao câncer (CAGRs). Nessas regiões é frequente a perda de 
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heterozigosidade, detecção de amplificações gênicas ou pontos de quebra comuns 

(CALIN et al., 2004).     

A primeira evidência experimental que mostrou o envolvimento de miRNAs no 

desenvolvimento do câncer surgiu a partir da identificação da deleção da região 13q14 

em leucemia linfocítica crônica. Essa região abriga os miR-15a e miR-16a, e na maioria 

das amostras de pacientes estes miRNAs não estavam expressos, ou se encontravam com 

expressão diminuída (CALIN et al., 2002). Desde então, outros estudos têm demonstrado 

o envolvimento de diversos miRNAs em diferentes modelos tumorais (SAND et al.,2012; 

WANG et al.,2012; LI et al.,2013). Nos linfomas, incluindo o LB, o miR-155 e o cluster 

miR-17-92 que são 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, há um conjunto de miRNAs que fisiologicamente regulam genes 

supressores de tumor e impedem o desenvolvimento tumoral. A expressão diminuída 

desses miRNAs pode estar relacionada com a ocorrência de tumores uma vez que podem 

induzir um crescimento anormal de células, bem como à perda da função de apoptose. 

Alguns desses miRNAs denominados supressores tumorais foram identificados 

desregulados em linfomas como o 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 os 

principais miRNA descritos até o momento no LB. 

Adicionalmente, alguns miRNAs atuam diretamente na regulação epigenética, 

sendo chamados de epi-miRNA. A família 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 família também é regulada por mecanismos epigenéticos 

mediados por c-MYC (ZHANG et al., 2012). Recentemente, descrevemos que a 

expressão dessa família de miRNAs (miR-29a/b/c) encontra-se baixa no LB pediátrico. 

No mesmo estudo, observamos uma expressão aumentada das DNMTs em amostras 

tumorais de LB, sugerindo que a família miR-29 exerce um papel da patogênese 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 Referência 

Família let-7 - PRDM1/blimp1, Ciclina 

D2, CDK6 

Sampson VB et al, 2007 

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 

miR-29 - TP53, TCL1, DNMT 
Robertus et al, 2010; Bueno et 

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-β Eis PS et al, 2005 

miR-

15a/miR-16-1 
- BCL2, TP53, Ciclina 

D2, Ciclina E1, CDK6 

Zhang X et al, 2012 

miR-21 + 
PTEN, ANP32A, 

SMAR-CA4 
Medina PP et al, 2010 

miR-181b - TCL1 Neilson JR et al, 2007 

(+) alta expressão; (-) baixa expressão  
 

1.5.4 Cluster miR-17-92 

 Muitos miRNAs não são encontrados no genoma como genes individuais mas sim 

como cluster de múltiplos miRNAs (ALTUVIA S et al., 2005). Normalmente esses 

clusters apresentam de dois a três miRNAs, mas alguns tem vários 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 

policistrônico, ou seja, são transcritos como pri-microRNA individuais e em sequência 
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processados separadamente, formando um miRNA maduro individual. O cluster miR-17–

92 está localizado no terceiro intron do gene C13orf25 (Chromosome 13 open reading 

frame 25) localizado no cromossomo 13q31–q32. (Figura 1.8). Todos os miRNAs estão 

localizados bem próximos, em um total de 800 pares de bases (YU J, et al, 2006). Dessa 

forma, é possível que todos sejam expressos em níveis semelhantes.  

 

 

Figura 1.8: Representação esquemática do gene C13orf25 e do cluster miR-17-92. A região 

escura de cada miRNA representa o miRNA maduro. (Adaptado de PSATHAS & 

TIKHONENKO, 2014). 

 

 Atualmente tem sido relatado que a expressão dos miR-17-92 encontra-se elevada 

em vários tipos de linfomas, como LB, LDGC-B, linfoma folicular, linfoma de células do 

manto e tumores sólidos, como câncer de mama, pulmão, colon, estômago, pâncreas e 

próstata (HE L, et al, 2005; OTA A, et al, 2004; TAGAWA H, et al, 2005; VOLINIA S 

et al, 2006). A primeira evidência do envolvimento dos miR-17-92 na oncogênese foi 

através da sua superexpressão em camundongos Eµ-Myc - que superexpressam MYC - 

onde se observou uma aceleração do desenvolvimento de tumor de células B, sugerindo 

que os microRNAs do cluster miR-17-92 cooperem com MYC na linfomagênese (HE L, 

et al, 2005).  

 A expressão do miR-17-92 é ativada através da ligação de c-MYC na região E-

box localizada no primeiro íntron do gene (O’DONNELL, et al, 2005). Adicionalmente, 

o fator de transcrição E2F1 pode se ligar à região promotora e ativar a expressão do cluster 

(WOODS K et al, 2007; SYLVESTRE et al, 2007). A família de fatores de transcrição 
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E2F que regulam a progressão 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 

família E2F estimulam a expressão do miR-17-92 e miR-17 e miR-20a  e  inibem E2F1, 

criando um loop regulatório 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 relações na progressão do ciclo celular pode ser dependente do contexto e requer 

uma maior exploração. Entretanto, em geral, MYC reprime miRNAs que impedem a 

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

  O efeito oncogênico do miR-17-92 tem sido associado em linfomas à 

desregulação de PTEN e BIM, duas proteínas supressores tumorais com atividade 

antiproliferativa e pró-apoptótica, respectivamente, importantes no desenvolvimento do 

linfócito B (OLIVE V et al., 2009). A expressão de BIM é diminuída durante o 

desenvolvimento normal do linfócito B, impedindo a apoptose da célula B (VENTURA 

et al, 2008). No entanto, em camundongos adultos, a expressão constitutiva do miR-17-

92 levou o surgimento de doenças linfoproliferativas. Além disso, a deleção 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 é 

mostrado na figura a seguir.  



30 

 

 

Figura 1.9: Esquema representativo dos alvos regulados pelo cluster miR-17-92 e as vias 

envolvidas. A superexpressão de c-MYC ou a amplificação da região cromossômica 13q31 pode 

induzir um aumento na expressão dos seis membros do cluster miR-17-92. Dependendo do 

miRNA expresso, o cluster miR-17-92 pode induzir proliferação celular, através da inibição de 

p21, inibição da apoptose pela inibição de Bim e/ou Pten ou aumento de angiogênese através da 

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

 

1.5.5 A família miR-34 

A família miR-34 é composta por três membros, miR-34a, miR-34b e miR-34c 

que são transcritos por dois genes localizados em cromossomos diferentes. O miR-34a é 

transcrito a partir de um gene próprio e o miR-34b/c a partir de um mesmo gene, como 

mostrado na figura 1.9 (HERMEKING H, 2010).  Em camundongos, o miR-34a é 

expresso em altos níveis no cérebro, enquanto que os miR-34a/b são mais expressos no 

pulmão. No entanto, com exceção do pulmão, o miR-34a é mais expresso que os miR-

34a/b (BOMMER GT, et al., 2007; LODYGIN D, et al., 2008). No entanto, ambos os 

membros da família 34 são alvos de transcrição da proteína p53. Sendo assim, a família 
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miR-34 atua na via de p53, promovendo inibição da proliferação celular e indução de 

apoptose (MISSO G et al., 2014). 

 

Figura 1.10: Representação esquemática dos membros da família miR-34. Em A, gene do 

miR-34a e miR-34b/c. Os quadrados pretos representam os hairpins de miRNAs e os brancos os 

éxons. Os retângulos tracejados representam os sítios de ligação à proteína p53. Em B, sequência 

de nucleotídeos da família miR-34. A nucleotídeos destacados representam a região SEED, 

sequência que se liga ao RNAm alvo; * representam bases semelhantes. Em C, via de ativação da 

família miR-34 com os principais alvos e eventos associados. (Adaptado de HERMEKING H, 

2010). 

 

Vários trabalhos têm demonstrado alterações da família miR-34 em diferentes 

tipos de tumor, evidenciando a importância dessa família na oncogênese. Em 

neuroblastoma, por exemplo, foi relatado 30% de deleção de miR-34a (COLE KA et al., 

2008). Já os miR-34b/c foram observados silenciados geralmente por metilação do DNA 

em tumores de ovário, pulmão, 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 fígado também mostraram diminuição da expressão de 

miR-34a. Dessa forma, a inativação da família miR-34 é um evento comum na 

tumorigênese. 

 Atualmente, vários estudos têm relatado o papel da família miR-34 em 

malignidades linfoproliferativas. Na leucemia linfocítica crônica, baixos níveis de miR-
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34a foram correlacionados com mutação em TP53 ou deleção 17p e essas alterações 

tiveram um impacto negativo no prognóstico (ASSLABER D et al., 2010). Além disso, 

no mieloma múltiplo também foi detectada baixa expressão de miR-34b/c devido a 

metilação do promotor sendo mais frequente nos casos que apresentavam recaída 

(WONG KY et al., 2011). Mais recentemente foi caracterizado um grupo de pacientes 

com LDGC-B que apresentavam mutação em TP53 e metilação em miR34-a com 

desfecho clínico desfavorável (ASMAR F, et al., 2014). Em relação ao LB, não há 

informações a respeito do impacto desta família no prognóstico dos pacientes. No entanto 

em um estudo foi observado menor expressão do miR-34b em pacientes com ausência da 

translocação envolvendo MYC (n=5) em relação aos pacientes com a translocação (n=10) 

(LEUCCI et al., 2008). No entanto, estudos recentes não observaram diferença na 

expressão do miR-34 em relação a translocação de MYC. (LENZE et al., 2011; 

SALAVERRIA et al., 2015). 

 A família miR-34 inibe a progressão do ciclo celular no ponto de checagem G1/S, 

levando a degradação do RNAm de vários proto-oncogenes que atuam na via de p16 e 

p53/ARF, incluindo: c-MYC, CDK6, CDK4, CCND1 e CCNE2, reguladores positivos 

do ciclo celular (MEYERSON & HARLOW, 1994). Importante ressaltar que o miR-34 

foi mais eficiente em promover a parada do ciclo celular do que modelos nocautes para 

as vias citadas, sugerindo um modelo de cooperação entre as vias (PSATHAS & 

TIKHONENKO, 2014). Além disso, foi mostrado que o miR-34a regula os níveis de 

proteína E2F em células de câncer de cólon, embora um mecanismo de alvo direto ainda 

não tenha sido estabelecido (TAZAWA et al., 2007). 

 A família miR-34 foi a primeira a ser descrita como ativada por p53, através da 

observação da indução de miR-34b/c em resposta ao dano ao DNA (CANNELL IG et al., 

2010). Além disso, miR-34 induz apoptose através da inativação de SITR1, uma 

deacetilase que inativa p53 através da deacetilação da lisina 382 (YAMAKUCHI et al., 

2008). Como consequência, observa-se um aumento das proteínas pró-apoptóticas 

ativadas por p53: NOXA e PUMA, além da redução da antipoptótica BCL-2.  

Adicionalmnte, BCL-2 também é alvo direto de miR-34 (BOMMER et al., 2007). 
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 Além da atividade pró-apoptótica, miR-34 também tem como efeito a inibição 

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 não há alteração na via MYC-ARF-MDM2-p53, 

a superexpressão do miR-34 reduz os níveis de MYC e, consequentemente, diminui a 

estabilidade de p53 (SOTILLO E et al., 2011). Além disso, esses achados foram 

correlacionados com diminuição da sensibilidade a agentes quimioterápicos 

(CATUOGNO et al., 2013). Dessa forma, a manipulação dos níveis de miR-34 para fins 

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

 A família miR-34 vem sendo bastante avaliada como terapia em diversos modelos 

de câncer (MISSO G et al., 2014).  A utilização de miméticos do miR-34a, que são 

miRNAs sintéticos capazes de restaurar a expressão do miRNA, tem mostrado resultados 

promissores em tumores sólidos tendo sido observando inibição do crescimento tumoral 

em modelos de câncer de pâncreas, pulmão e próstata in vivo (JI et al., 2008; WIGGINS 

JF et al., 2010). No campo dos linfomas foi utilizado um modelo de xeno-enxerto de 

LDGC-B através de injeções intravenosas de miR-34a em camundongos sendo observada 

uma redução de 76% no crescimento tumoral relacionada à apoptose dos linfócitos B 

malignos (CRAIG VJ, et al., 2012).  Assim, o miR-34a foi o primeiro miRNA a entrar 

em estudo clínico. Um estudo de fase I está sendo conduzido em pacientes com câncer de 

fígado metastático através da administração do MRX34, mimético do miR-34a ligado a 

nanopartículas lipossomais (BOUCHIE A, et al., 2013). 

 

1.6 Justificativa para o estudo 

 O tratamento do LB de Burkitt é considerado uma emergência oncológica 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 quimioterápicos em intervalos curtos 

resultando em mucosite severa, toxicidade hematológica, e efeitos tardios como doenças 

cardíacas e infertilidade (PATTE et al., 2007). Apesar da taxa alta de resposta ao 

tratamento (sobrevida de cerca de 80% para estágios avançados), para o grupo de 

pacientes resistentes, a terapia de resgate tem sido ineficaz. Diante desse panorama, são 
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necessários estudos que possibilitem uma terapia alvo para o LB afim de reduzir a 

toxicidade ao tratamento e consequentemente redução 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 elucidação de possíveis alvos terapêuticos. Adicionalmente, a 

utilização de drogas epigenéticas a fim de restaurar a expressão de miRNAs suprimidos 

epigeneticamente parece ser uma estratégia promissora para o tratamento do câncer. 

Experimentalmente tem sido observado que a restauração da expressão de miRNAs 

silenciados por metilação através da utilização de agentes demetilantes é capaz de 

suprimir a expressão de oncogenes, levando a uma diminuição do crescimento tumoral 

(LUJAMBIO A et al., 2008; TOYOTA M et al., 2008). Além disso, a função dos miRNAs 

pode ser especificamente e eficientemente inibida através da utilização de 

oligonucleotídeos antisenso modificados quimicamente. Alguns inibidores já estão em 

fases pré-clínicas de avalição, 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 regulação de microRNAs e seu envolvimento na 

patogênese e prognóstico do linfoma de Burkitt.  

 

2.2 Específicos: 

 

 Avaliar a expressão dos miRNAs regulados por c-MYC (miR-17, miR-19a, miR-

19b, miR-20a, miR-92a e da família miR-34) em amostras tumorais de LB 

pediátrico;  

 Quantificar os níveis de RNAm de c-MYC em amostras tumorais de LB pediátrico 

e correlacionar com a presença da translocação envolvendo c-MYC; 

 Correlacionar os níveis de miRNA do cluster 17-92 com os níveis de RNAm c-

MYC em amostras de LB pediátrico; 

 Correlacionar os níveis do miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a e miR-92a com 

a expressão da proteína pró-apoptótica BIM;  

 Analisar o impacto dos níveis de expressão dos miRNAs (miR-17, miR-19a, miR-

19b, miR-20a, miR-92a e da família miR-34) no prognóstico do LB pediátrico; 

 Avaliar o efeito da utilização de agente demetilante de DNA na expressão do miR-

34 e de c-MYC em linhagens celulares de LB; 

 Avaliar o efeito da estabilização protéica de c-MYC na expressão dos miRNAs 

regulados por c-MYC em linhagens de LB; 

 Investigar o efeito da estabilização de c-MYC na localização subcelular da 

proteína Drosha; 

 

 



36 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção de pacientes e controles 

Foram selecionadas de forma retrospectiva amostras tumorais incluídas em 

parafina com diagnóstico de LB que foram registradas no Serviço de Hematologia do 

INCA no período de 1995 a 2011. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da instituição (Registro CEP Nº 18/09) (Anexo I). Como critérios de inclusão 

de pacientes foram utilizadas as amostras que tiveram o diagnóstico confirmado pela 

patologia (L.M.M), a disponibilidade do bloco tumoral, afim de que não esgotasse o 

material do paciente, e RNA com boa qualidade. Só foram incluídos os pacientes com 

dados demográficos e de acompanhamento clínicos acessíveis, e idade inferior ou igual a 

18 anos. As amostras que não tiveram o diagnóstico de LB confirmado de acordo com os 

critérios de classificação da Organização Mundial da Saúde (JAFFE et al., 2009) foram 

excluídas do estudo, assim como, as que não apresentavam os critérios de inclusão. Desse 

modo, 57 pacientes foram elegíveis para o estudo. Todos os pacientes elegíveis receberam 

o mesmo esquema de tratamento quimioterápico baseado no protocolo NHL-BFM 86/90 

(Berlin-Frankfurt-Munster), (KLUMB et al., 2004). 

Como amostra referência das análises de expressão de miRNA e RNAm foram 

utilizados cortes histológicos de linfonodo reacional incluídos em parafina obtidos de 

indivíduos sem neoplasia. 

3.2 Obtenção dos dados clínicos e demográficos dos pacientes 

Os dados clínicos e demográficos dos pacientes foram obtidos através de consulta 

direta ao prontuário e pela utilização do sistema de dados da instituição (Intranet). O 

estadiamento dos pacientes foi realizado com base nos critérios de classificação de St. 

Jude (DIEBOLD et al., 2001). 
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3.3 Detecção do vírus Epstein-Barr em amostras tumorais de LB 

O status do vírus Epstein-Barr nas amostras tumorais já havia sido determinado 

por hibridização in situ previamente em estudos do nosso grupo (MACHADO et al.,2010; 

ROBAINA et al., 2015). 

3.4 Análise da translocação envolvendo c-MYC por FISH 

 A presença da translocação 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 colaboração com o Laboratório Bacchi, Consultoria em Patologia (Botucatu, SP).  

3.5 Linhagens celulares 

Linhagens celulares derivadas de LB endêmico (EBV+) Daudi, Raji e Namalwa e 

de LB esporádico BL41 e Ramos (EBV-) e a linhagem linfoblastóide B, P493-6, que 

possui o 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 úmida contendo 5% 

de CO2 a 37°C, para mimetizar as condições fisiológicas. As linhagens celulares tiveram 

os genótipos 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 concentração 

de 5x106 células/ml e a linhagem Bl41 foi cultivada a 8x106 células/ml. As células foram 

incubadas com 5-aza-2-deoxycytidina (5-aza-dC, decitabina, SIGMA) nas concentrações 

de 0,125, 0,250, 0,500 e 1,00 µM durante 24h. Em seguida, as células foram centrifugadas 

a 1800 rpm por 5 minutos, e então  foi removido o 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 número de células viáveis pelo corante azul de tripan, 

um corante vital que tem a função de diferenciar células vivas de células mortas. 
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As linhagens Ramos e Daudi que não apresentam mutação na treonina 58 (T58) 

do gene c-MYC (GREGORY & HANN, 2000) foram utilizadas para os experimentos com 

CHIR-99021 (Selleckchem), inibidor de GSK3β, na concentração de 3µM durante 2, 4 e 

6h. 

A linhagem P493-6 foi cultivada na presença de 20 ng/ml de tetraciclina por 24h. 

Posteriormente, as células foram centrifugadas e lavadas três vezes com PBS e incubadas 

com meio sem tetraciclina a 37°C por 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas. Após os 

tratamentos, pellets contendo 5x106 células foram lavados três vezes com PBS e 

armazenados para extração de proteínas e foi adicionado 1ml de trizol para posterior 

extração de RNA. 

3.6 Extração de RNA e miRNA de amostras tumorais de LB incluídas em parafina 

As amostras tumorais utilizadas para este estudo foram obtidas a partir de blocos 

de parafina previamente armazenados na Divisão de Patologia (DIPAT) do Instituto 

Nacional de Câncer. Os blocos foram cortados com auxílio de um micrótomo produzindo 

cortes de 10µM de espessura. Para cada amostra, quatro cortes de 10µM foram 

acondicionados em tubos tipo eppendorf estéreis e mantidos em geladeira até a sua 

manipulação. A fração total de RNA, incluindo miRNA e RNAm, das amostras tumorais 

de LB incluídas em parafina foi extraída através do Recover AllTM Total Nucleic Acid 

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

 

3.7 Extração de RNA de linhagens celulares 

 

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

Trizol segundo especificações do fabricante. 

 

3.8 Quantificação de RNA  

A quantificação e o grau de pureza do RNA total extraído foram obtidos através 

do espectrofotômetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Scientific). A avaliação da pureza 

de uma preparação de ácido nucléico pode ser avaliada através da análise da razão dos 

comprimentos de onda 230, 260 e 280 nm. A razão 260/280 de aproximadamente 1,8 é 
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aceitável, indicando pureza do ácido nucléico. Se esta razão for inferior a 1,8 

possivelmente existem contaminantes que absorvem no comprimento de 280 nm, como 

por exemplo, proteínas e fenol. Já a razão 260/230 é uma medida secundária de pureza de 

ácidos nucléicos, sendo aceitável na faixa de 1,8 a 2,2. Valores inferiores indicam a 

presença de contaminantes, como EDTA, fenol, TRIZOL e outros compostos aromáticos. 

As amostras de RNA com razões inferiores a 1,8 não foram utilizadas nesse estudo. 

 

3.9 Síntese de cDNA 

A síntese de cDNA das amostras tumorais incluídas 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 utilização de primers 

randômicos para iniciar a síntese do cDNA. Este método é mais recomendado uma vez 

que a perda da cauda poli A do RNAm é frequente em amostras incluídas em parafina e 

pode dificultar o processo de síntese baseado em oligo dT (FARRAGHER et al., 2008). 

 

3.10 PCR em tempo real 

3.10.1 Quantificação dos níveis de RNAm 

 

A análise dos níveis de RNAm c-MYC foi realizada por PCR em Tempo Real 

utilizando o método de detecção TaqMan e quantificação relativa através do método 2-

CT. O gene TBP (Tata box binding protein) foi utilizado como controle endógeno e uma 

amostra de linfonodo reacional incluído em parafina foi utilizada como referência. Um 

controle negativo sem adição de DNA foi utilizado em todas as reações. As sondas TBP 

(Hs00427621_m1) e c-MYC (Hs00153408_m1) foram obtidas da Applied Biosystems. O 

volume final da reação foi de 10 µL contendo 1X TaqMan universal Master Mix (Applied 

Biosystems), 1X TaqMan assay (Applied Biosystems) e 2 µL de cDNA. As condições de 

termociclagem foram: 95ºC por 10 minutos seguidos por 40 ciclos de desnaturação a 95ºC 

por 15 segundos, e anelamento e extensão a 60ºC por 1 minuto. Todas as reações foram 

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

O cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit TaqMan® MicroRNA Reverse 

Transcription e os iniciadores para RT (reverse transcription) fornecidos juntamente com 

as sondas no Kit TaqMan® MicroRNA Assays.  Para a síntese de cDNA das amostras de 

pacientes, foram utilizados 10ng de miRNA. Já para as amostras de linhagens celulares 

que foram extraídas por Trizol, sem enriquecimento da fração de miRNA, foram 

utilizados 100ng de miRNA para a síntese 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 

síntese de um cDNA específico utilizando os iniciadores fornecidos. Os iniciadores para 

síntese de cDNA a partir de miRNAs apresentam uma estrutura em grampo que aumenta 

a especificidade da reação. Para a síntese de cDNA é feito uma reação em tubo estéril 

para cada alvo de acordo com as especificações do fabricante. Foi utilizado o 

termociclador Peltier Thermal Cycler (PTC-100) Bio-Rad para a reação de síntese. A 

reação teve início com as seguintes condições: 30 minutos a 16oC, seguido de 30 minutos 

a 42oC, 5 minutos a 85° e 4ºC. Após o término da reação, a amostra foi armazenada a -

20ºC até a sua utilização. A análise dos níveis de miRNA foi realizada por PCR em 

Tempo Real utilizando o método de detecção TaqMan e quantificação relativa através do 

método 2-CT. Todas as reações foram realizadas em duplicatas conforme descrito no 

item anterior.  

3.11 Detecção da proteína BIM por imunoistoquímica 

A detecção da expressão de BIM foi realizada por imunoistoquímica nas lâminas 

provenientes do Tissue Microarray (TMA). Lâminas contendo cortes do tumor coradas 

com hematoxilina e eosina referentes aos blocos de cada paciente foram analisadas pela 

patologista LMR para selecionar a região representativa em cada corte tumoral. A área 

do tecido selecionada foi fixada em um bloco de parafina denominado de “bloco receptor” 

através da utilização do Tissue Microarrayer (Beecher Instruments). O diâmetro de cada 

amostra incluída foi de 2,0 mm com espaçamento tanto no eixo x quanto no eixo y de 

3,0mm. Em sequência, os blocos de TMA foram cortados com uma espessura de 4 µm e 



41 

 

aderidos a uma lâmina. As lâminas de TMA foram desparafinizadas através de três 

imersões em banhos de xileno P.A. (pureza mínima 99% - Vetec®) sendo a primeira 

imersão com duração de 5 minutos e as duas últimas de 10 minutos cada e re-hidratadas 

através de quatro imersões em banhos de etanol P.A. (pureza mínima 99,8% - Merck®) 

sendo cada imersão com duração de um minuto cada, seguida de lavagem em água 

corrente por 5 minutos. Em sequência, as amostras foram submetidas à recuperação 

antigênica em Tampão Tris EDTA pH 9,0 por 20 minutos a 98 ºC em steamer (Arno®). 

Após a recuperação antigênica, as amostras foram resfriadas por 10 minutos à temperatura 

ambiente, imersas no tampão, e depois lavadas por 5 minutos em água corrente. Após 

este processo, as amostras foram lavadas em Tampão Tris Salino (TBS) (0.05M Tris 

Base, 0,9% NaCl) pH 7.6 três vezes por 5 minutos. Para maximizar e tornar homogêneo 

o contato dos reagentes com as amostras, o contorno dos tecidos foi marcado com uma 

caneta cuja tinta hidrofóbica (PapPen – Dako®) que delimita a área de aplicação e a 

localização dos reagentes utilizados na técnica. Em seguida, foi realizado o bloqueio da 

peroxidase endógena através da incubação das amostras com peróxido de hidrogênio 3% 

por 20 minutos. Após este processo, as amostras foram submetidas à imersão em água 

destilada e lavadas em TBS pH 7.6 três vezes por 5 minutos. Logo após, foi realizado um 

bloqueio para prevenir ligações inespecíficas através da incubação das amostras com uma 

solução de bloqueio contendo leite em pó desnatado a 2%, albumina sérica bovina fração 

V (BSA) a 2,5% e soro fetal bovino a 8% por 30 minutos. A seguir, removido o excesso 

da solução de bloqueio, as amostras foram incubadas com anticorpo primário monoclonal 

anti-Bim 1:200 (AAP-330 - Assay Resignin) a 4 ºC overnight. O anticorpo primário foi 

diluído em uma solução contendo azida sódica a 0,18%, BSA a 0,1% em TBS. No 

controle negativo, foi omitido o anticorpo primário e aplicou-se apenas a solução diluente 

dos anticorpos no material. Após a incubação com o anticorpo primário, as amostras 

foram imersas em água destilada e lavadas em TBS pH 7.6 três vezes por 5 minutos. Em 

seguida, as amostras foram incubadas com o anticorpo secundário conjugado a um 

polímero associado à peroxidase (Envision, Dako) por uma hora. Em sequência as 

amostras foram imersas em água destilada e lavadas em TBS pH 7.6, três vezes por 5 

minutos. Para visualização da marcação, as amostras foram incubadas com o cromógeno 

tetracloro 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Dako) (substrato da peroxidase, convertido por 

ela em um metabólito acastanhado) a 10 μL por mL de tampão diluente (1:100) por um 



42 

 

minuto, e lavadas em água corrente por 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram 

incubadas em Hematoxilina de Harris (HH) por 20 segundos para uma discreta contra-

coloração, e lavadas em água corrente por mais 5 minutos. Por fim, as amostras foram 

desidratadas através de imersão em quatro banhos de etanol P.A., seguidos por quatro 

banhos de xileno P.A. por um minuto cada e a cada lâmina foi aderida uma lamínula com 

bálsamo de Damar, permitindo visualização em microscópio. 

A quantificação da expressão foi realizada em microscópio óptico com aumento 

de 40 vezes. Foram considerados negativos os casos que não apresentaram expressão, ou 

com percentual de células tumorais positivas inferiores a 10%. Como casos positivos para 

expressão foram considerados aqueles que apresentaram marcação citoplasmática 

superior a 10%. A análise foi realizada pela médica patologista sem conhecimento das 

características clínicas e demográficas dos pacientes sempre acompanhada pela aluna. As 

imagens fotográficas foram feitas em um microscópio Nikon Eclipse E200 ligado a um 

sistema de digitalização Digital Sight conectado a um computador e as imagens foram 

captadas no programa NIS-Elements F 2.30. 

3.12 Western Blotting 

Para a análise de expressão protéica, a extração de proteínas totais foi realizada 

utilizando o tampão de extração Invitrogem ao pellet celular (5x106 células) conforme 

especificações do fabricante. Esses extratos protéicos foram então centrifugados a 13000 

RPM por 15 minutos a 4ºC e o sobrenadante retirado e armazenado a -20ºC. As proteínas 

foram quantificadas utilizando o método de Lowry (BIO-RAD) (LOWRY et al., 1951). 

Foram utilizados 30µg de proteína de cada amostra e acrescentados 15 µL de tampão de 

amostra contendo Tris-HCl 0,06 M, pH 6,8; SDS 2%, glicerol 10%, Azul de bromofenol 

0,025% e β-mercaptoetanol 200 mM. As amostras foram aquecidas a 95ºC por 5 minutos 

antes de serem submetidas à eletroforese unidimensional segundo protocolo de SDS-

PAGE de Laemmli (do inglês, sodium dodecyl sulfate-poliacrylamide gel 

electrophoresis) (LAEMMLI UK, 1970). Este protocolo baseia-se na utilização de um gel 

de poliacrilamida de 12%, constituído por 3,35 mL de água destilada, 2,5 mL de Tris-

HCl, pH 8,8, 1,5 M; 100 µL de SDS 10%; 4 ml de acrilamida/bisacrilamida (30%); 50 

µL de persulfato de amônio 10% e 5 µL de TEMED (gel de resolução), separando as 
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proteínas de acordo com o seu peso molecular. Sobre o gel de resolução, após 

polimerização, foi feito o gel de empilhamento (stacking gel), constituído de 6,1 mL de 

água destilada, 2,5 mL de Tris-HCl, pH 6,8, 0,5M; 1,3 mL da solução de 

acrilamida/bisacrilamida 30% e 100 µL de SDS 10%. Após completa polimerização 

(aproximadamente 30 minutos), foi acrescentado o tampão 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 poço preenchido pelo padrão de peso molecular 

Rainbow (Amersham Biosystems/GE Healthcare). Ao término da aplicação das amostras, 

teve início à eletroforese das proteínas em gel a 120 V constantes por aproximadamente 

uma hora e trinta minutos. 

Após eletroforese, as bandas protéicas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose Hybond™ECL, (Amersham Biosciences) utilizando-se tampão contendo 

Tris 25 mM, Glicina 193 mM e 20 % de metanol em uma cuba de transferência úmida a 

100 V por 1 hora. Após transferência, a membrana foi lavada duas vezes com TBST (Tris 

–HCl, pH 8,0 10 mM, NaCl 150 mM e Tween-20 0,02%). Para verificar se a transferência 

foi eficiente, as membranas foram coradas com Vermelho de Ponceau (Ponceau S 50mg, 

Ácido Acético glacial 5%, água Milli-Q q.s.p. 50 mL). Em seguida a membrana foi lavada 

com TBST (tampão TBS Tween) e incubada por 1h com uma solução contendo TBST e 

5% de leite em pó desnatado à temperatura ambiente sob agitação leve e depois lavada 

em tampão TBST por 1 minuto. Em seguida, a membrana foi incubada com os anticorpos 

específicos anti-Myc (1:200 Epitomics), anti-Bim (1:1000 C34C5, Cell Signaling) ou anti 

β-actina (1:3000 Sigma-Aldrich) (usada como controle constitutivo de expressão proteica 

basal), diluídos em TBST leite 5% overnight a 4ºC. Após incubação com o anticorpo 

primário, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos cada, em TBST sob agitação leve 

em temperatura ambiente e incubada com os respectivos anticorpos secundários (anti 

mouse 1:5000; anti rabbit 1:6000) diluído em TBST 5% de leite por 1 h à temperatura 

ambiente, sob agitação suave, e seguida de 3 lavagens de 10 minutos cada em TBST. As 

bandas das proteínas de interesse foram reveladas utilizando-se o Kit ECL Prime (GE 

Healthcare, UK) de acordo com as especificações 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 Transfecção com inibidor de miR-17 

 A linhagem Daudi foi plaqueada em placa de 12 poços (2 × 105 células por poço) 

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 utilização do miRNA 67 de C. elegans (IN-001005-01, Dharmacon) sem 

complementariedade com alvos humanos. A transfecção foi realizada com o reagente 

Lipofectamine® RNAiMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as 

especificações do fabricante.  Este sistema de inibição consiste na utilização de 

oligonucleotídeos fita simples de RNA em forma de grampo que são complementares a 

sequência de miRNA maduro, e por isso, inibem a função dos mesmos.  Decorridos 24 e 

48 horas da transfecção as células foram coletadas para análise da expressão protéica por 

western blotting conforme descrito anteriormente utilizando os seguintes anticorpos: anti-

Bim (C34C5, Cell Signaling), anti-cMyc (9E10, Calbiochem) e anti-β-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 plaqueada em 

meio LB  Broth Base (Invitrogen)  com Kanamicina (50 µg/mL) e incubada overnight a 

37ºC. Em seguida, foram selecionadas três colônias formadas a partir de cada vetor e 

crescidas em 2 ml de LB líquido com Kanamicina no agitador a 37ºC. Decorridas 6 horas, 

o DNA plasmidial foi extraído das respectivas colônias utilizando o kit de mini-prep 

(Plasmid Mini Kit, Qiagen). Os plasmídeos foram verificados através da digestão com 

enzimas de restrição específicas (HindIII e KpnI, New England BioLab-NEB) e corrida 

em gel de agarose 1% em TAE (Tris-Acetato-EDTA). Posteriormente, o DNA plasmidial 

foi sequenciado utilizando o primer 5'-AGGCATCGGTCCCTGGAT-3' e a sequência do 

gene da Drosha foi verificada através do software FinchTV. Desse modo, as bactérias 

contendo os plasmídeos verificados foram expandidas em meio LB contendo Kanamicina 

para extração dos plasmídeos por maxi-prep (PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep Kit, 

Invitrogen) e utilização nos experimentos de transfecção das culturas celulares. 
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3.15 Transfecção celular 

 Os plasmídeos foram transfectados em células 293 que são células de rim 

provenientes de embrião 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 CO2 a 37º C. As células foram plaqueadas 24 horas antes da 

transfecção de modo que houvesse 60% de confluência no momento da transfecção. Foi 

utilizado tripsina-EDTA (0.5%) (Gibco) para remover as células da placa e, então, 

utilizadas 2x106 células para transfecção. As células foram eletroporadas utilizando o 

programa A-023 do sistema AMAXA® com o reagente V (Lonza) utilizando 2 µg dos 

plasmídeos GFP-Drosha, GFP-Drosha S300/302A ou pmaxGFP® (controle positivo da 

técnica). A eficiência da transfecção foi avaliada por citometria de fluxo, através da 

quantificação do percentual de células GFP positivas transfectadas com o vetor 

pmaxGFP®.  

3.16 Microscopia confocal 

 A localização da proteína Drosha nas linhagens não transfectadas foi realizada 

pela técnica de imunofluorescência.  Foram lavadas 104 células com o meio de cultura 

gelado, centrifugadas a 1200 RPM e fixadas em paraformaldeído 2% em tampão 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 bloqueadas por 15 min com 

PBS/BSA 5%. As células foram centrifugadas e aos tubos, foram adicionados 500 µl do 

anticorpo anti-Drosha (1:250; ab12286, Abcam), e incubados overnight a 4°C. 

Posteriomente, as células foram lavadas três vezes com PBS/BSA 1% e incubadas com 

500 µl do anticorpo secundário anti-rabbit Alexa488 (1:200; Invitrogen). Após 30 min de 

incubação, as células foram submetidas a três lavagens com PBS/BSA 1%, seguidas de 

centrifugações. Por fim, os pellets foram resuspendidos em 200 µl de PBS/BSA 1% e 

adicionados em lâminas eletricamente carregadas.  Decorridos 20 minutos a solução foi 

aspirada e as lâminas foram aderidas a uma lâminula com meio de montagem contendo 
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DAPI (Vectashield; cat# H1200) e visualizadas no microscópio confocal Leica STED 3× 

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 especificações do 

fabricante, para verificar se ocorria uma alteração na localização da Drosha mediante o 

tratamento com o CHIR-99021 (Selleckchem). A separação das frações nuclear e 

citoplasmática foi viabilizada e os níveis de Drosha foram avaliados em cada fração 

subcelular pela técnica de Western blotting. 

3.18 Análise estatística 

As comparações entre as variáveis categóricas foram realizadas através do teste 

de chi-quadrado ou teste exato de Fisher. As análises entre variáveis contínuas foram 

feitas através do teste de Mann Whitney e Kruskal-Wallis.  As curvas de sobrevida foram 

desenvolvidas utilizando o método de Kaplan-Meier. A comparação entre as curvas para 

cada característica foi realizada através de análise univariada com o teste de Log-rank. A 

análise multivariada para identificar os fatores prognósticos independentes foi realizada 

pelo método da regressão de Cox.  Foi utilizado um intervalo de confiança de 95% e as 

diferenças foram consideradas significativas quando P<0,050. As análises foram 

realizadas no programa SPSS 20.0. 
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4 DESENHO EXPERIMENTAL DO ESTUDO

Figura 4.1: Fluxograma ilustrando o desenho experimental do estudo. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Características clínicas e demográficas dos pacientes com LB 

Foram selecionados para o estudo 57 casos de LB esporádico, sendo que 2 (3,5%) 

casos foram de LB associado ao HIV. Foi observada uma maior frequência do gênero 

masculino, sendo 43 (75,4%) pacientes masculinos e 14 (24,6%) do gênero feminino, 

sendo a razão masculino/feminino igual a 3,1. Em relação à idade, a variação foi de 2 a 

18 anos com mediana de 7 anos. Ao analisar a frequência de distribuição das idades dos 

pacientes observamos que 82,5% dos pacientes eram crianças, considerando até 12 anos 

incompletos, e que apenas 17,7% da população era constituída 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 estágios III/IV que representam 

doença avançada, e apenas 12 (21,1%) pacientes nos estágios I/II que caracterizam 

doença localizada. Em relação aos níveis séricos de LDH foi observada uma variação de 

23 a 6.122 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 não tiveram a LDH determinada ao diagnóstico. O EBV foi detectado em 27/54 

(50%) das amostras tumorais. Não foi possível verificar associação ao EBV em 3 casos 

devido à baixa qualidade do tecido tumoral ou à quantidade insuficiente de amostra 

tumoral. Foi possível avaliar a translocação envolvendo c-Myc em 41 amostras, sendo 35 

(85,4%) casos positivos para a translocação e em 6 casos foi observada ausência de 

translocação (14,6%). A tabela 5.1 mostra as frequências dos dados clínicos e 

demográficos observados na série de pacientes com LB. Os casos de LB sem a 

translocação de c-MYC foram reavaliados e tiveram o diagnóstico confirmado pela 

patologista do estudo LMR de acordo com as características imunofenotípicas e clínicas. 

Adicionalmente, não foi observada diferença entre as características clínicas envolvendo 

a presença da translocação de c-MYC. As características clínicas desses pacientes estão 

descritas nas tabelas 5.2 e 5.3. 
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Tabela 5.1: Características Clínicas e Biológicas dos pacientes com LB. 

Característica   Número (%) 

Diagnóstico   
LB esporádico  55 (96,5) 

LB HIV  2 (3,5) 

   
Gênero   
Feminino   14 (24,6) 

Masculino  43 (75,4) 

   
Idade (anos)   
Média  7,5 

Mediana  6,5 

Variação  2-18 

   
Estágio   
I/II  12 (21,1) 

III/IV  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 (vírus Epstein-Barr) 

 

Tabela 5.2 Características clínicas-biológicas dos pacientes c-MYC não translocado 

Paciente Idade/Gênero Sítio acometido LDH (U/L) Estágio EBV status Desfecho 

1 11/M Íleo 385 II Negativo Vivo 

2 10/F Nasofaringe 575 II Negativo Vivo 

3 6/F Abdômen 536 III Negativo Vivo 

4 9/M Cervical 315 I Negativo Vivo 

5 4/M Abdômen 570 III Positivo Vivo 

6 6/F Abdômen 1613 III Positivo Vivo 
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Tabela 5.3 Análise entre os casos positivos e negativos para translocação de c-MYC 

Característica 
c-Myc translocação 

P valor 
Positiva Negativa 

Estágio (St Jude)    

I/II 5 3 
0.0771 

III/IV 30 3 

    

LDH    

>1000 19 1 
0.1841 

≤1000 16 5 

    

EBV    

Positivo 18 2 
0.3951 

Negativo 14 4 

   
 

Nível RNAm c-MYC   
 

Variação 0.22-28.66 0.66-4.39  

Média 6.81 2.33 0.2412 

    

Nível miR-17     

Alto 10 0 
0.3071 

Baixo 24 6 

   
 

Nível miR-19a   
 

Alto 5 0 
1.0001 

Baixo 27 4 

   
 

Nível miR-19b   
 

Alto 14 0 
0.1411 

Baixo 18 4 

    

Nível miR-20a    

Alto 10 0 
0.1681 

Baixo 22 6 

    

Nível miR-92a    

Alto 7 1 
1.0001 

Baixo 26 5 

LDH, lactato desidrogenase; EBV, Vírus 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 período de 

acompanhamento de 60 meses. Os dois pacientes que apresentaram LB associado ao HIV 

foram excluídos das análises de sobrevida devido ao desfecho clínico ser totalmente 

diferente dos demais pacientes. Além disso, dois casos não realizaram tratamento na 

instituição e não foram incluídos nas análises de sobrevida.  O tempo médio de 

acompanhamento clínico (SG) dos 53 pacientes foi de 54,6 meses. A probabilidade de 

SG em cinco anos foi de 77,4% (erro padrão 3,2%) (Figura 5.1). 

 

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 variáveis demográficas e clínicas na SG 

dos 53 pacientes com LB. Com relação ao gênero não houve diferença significativa na 

SG (p=0,201). Em relação à idade, os pacientes foram categorizados em dois grupos, 

tendo como ponto de corte 6 anos de idade, mas também não foi observado diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,515). 

Posteriormente, foi analisado o impacto das variáveis clínicas na SG dos pacientes 

com LB. Em relação ao estadiamento foi observado um desfecho clínico desfavorável 

para os pacientes com estádios III/IV (p=0,047). De acordo com os níveis séricos de LDH, 

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

sobrevida dos pacientes de forma significativa (p=0,096) (Figura 5.2). 

 

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 níveis de LDH, maior e menor que duas vezes o 

valor normal. Em B, sobrevida global relacionada com os estágios I/II e III/IV. Em C, sobrevida 

global em relação à presença do EBV no tumor. p<0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 
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5.3 Quantificação dos níveis de miRNAs em amostras tumorais de LB 

A quantificação relativa dos níveis 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 relação ao gene 

RNU6B. Uma amostra de linfonodo reacional incluída em parafina foi utilizada como 

referência, conforme descrito previamente. Os valores de média, mediana, desvio padrão 

e variação da quantificação relativa para todos os alvos avaliados estão descritos na tabela 

5.4. Com o objetivo de avaliar se havia diferença estatística entre os níveis relativos de 

expressão dos miRNAs que estão no mesmo gene e que são 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 possível observar uma diferença 

estatisticamente significativa entre os níveis dos miRNAs do cluster 17-92 (p=0,0006) e 

entre os miRNAS da família miR-34 (p=0,0001), como mostrado na figura 5.3. 

Posteriormente, nós avaliamos a diferença dos níveis de expressão entre pares de miRNA 

do mesmo cluster pelo teste Mann Whitney. Dessa forma, foi detectado uma diferença 

estatísticamente significativa entre os níveis 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 o miR-92 é o membro do cluster 17-92 menos expresso no LB pediátrico. 

 

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

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

Nº 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 1,4 1,2 1,1 0,5 0,1 0,3 0,03 

Desvio padrão 2,7 20,9 4,3 2,1 1,2 0,3 0,7 0,3 

Variação   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: Níveis relativos de expressão de miRNAs em amostras tumorais pediátricas de 

LB. Avaliação entre os níveis de miRNA localizados no cluster miR-17-92 e miR-34(b/c). A 

quantificação dos miRNAs foi realizada por PCR em tempo real, utilizando uma amostra de 

linfonodo reacional como referência. As barras horizontais representam a média ± desvio padrão. 

p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Teste Kruskal-Wallis entre o cluster e 

Mann Whitney entre os miR-34b e c. 

 

 

5.4 Expressão de RNAm de c-MYC não está correlacionada com os níveis de 

expressão dos miRNAs do cluster 17-92  

Os níveis de RNAm de c-MYC foram quantificados por PCR em tempo real e uma 

amostra de linfonodo reacional incluída em parafina foi utilizada como referência. A 

expressão foi normalizada em relação ao controle endógeno TBP. Do total de 57 amostras, 

41 apresentaram RNA com qualidade e quantidade suficiente para a análise. Os níveis de 

expressão 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 expressão menor nas amostras 
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tumorais de pacientes que não apresentaram a translocação envolvendo c-MYC em 

relação ao grupo de pacientes positivos para a translocação, porém, não foi detectada 

diferença estatisticamente significativa, provavelmente, pelo pequeno número de casos 

negativos (n=5) (p=0,2380) (Figura 5.4). Além disso, não observamos diferença nos 

níveis de miRNAs nas amostras tumorais dos pacientes em relação a translocação (tabela 

5.3). Afim de uniformizar o número de amostras utilizadas, as próximas análises 

utilizarão apenas as amostras com o dado da translocação de c-MYC (n=41). 

Adicionalmente, não observamos correlação entre os níveis de RNAm de c-MYC e os 

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 correlação de 

Spearman. 

 

 

Figura 5.4: Expressão relativa do RNAm de c-MYC em relação a presença da translocação 

de c-MYC. Análise dos níveis de expressão do RNAm de c-MYC nas amostras tumorais de LB 

em relação à translocação de c-MYC (p=0,2380). A quantificação foi realizada por PCR em tempo 

real, utilizando uma amostra de linfonodo reacional como referência. As barras horizontais 

representam a média ± desvio padrão.  Teste Mann Whitney. p<0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 
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5.5 Expressão proteica de BIM não foi associada com a sobrevida dos pacientes com 

LB 

Após as análises da expressão dos miRNAs do cluster 17-92 em amostras 

tumorais de LB, fomos avaliar a expressão da proteína BIM que é o principal alvo do 

cluster miR-17-92 e tem um importante papel na linfomagênese (PSATHAS & 

TIKHONENKO, 2014). A expressão da proteína BIM foi avaliada em 33 de 41 casos de 

LB por imuno-istoquímica (Figura 5.5) e a proteína foi detectada em 22 (66,7%) casos. 

Ausência de expressão foi observada em 11 (33,3%) das amostras tumorais de LB ao 

diagnóstico.  Não foi observada associação da expressão de BIM com o prognóstico 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 Pós Graduação em Oncologia. 

 

 

Figura 5.5 Detecção por imuno-istoquímoca da expressão citoplasmática de BIM em 

amostras tumorais de LB. Em A, amostra de linfonodo reacional utilizada como controle 

positivo da reação. Em B, controle negativo da técnica, ou seja, ausência de anticorpo primário 

anti-Bim. Em C, representação de um caso de LB negativo para expressão de  Bim. Em D, 

representação de um caso de LB com expressão de BIM. 
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Figura 5.6: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global em cinco anos em relação à 

expressão da proteína BIM. A comparação entre as curvas foi realizada através do teste 

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

 

5.6 Altos níveis dos miR-17 e miR-20a foram correlacionados à ausência da 

expressão proteica de BIM em amostras tumorais de LB 

Analisamos o impacto da expressão de cada miRNA do cluster 17-92 na 

expressão protéica de BIM, uma vez que esses miRNAs podem impedir a tradução desta 

proteína. Sendo assim, avaliamos se os níveis relativos de expressão dos miRNAs eram 

diferentes entre as amostras tumorais que expressavam ou não BIM, e observamos que a 

presença de altos níveis de expressão do miR-17 e miR-20a estavam associados a 

ausência de expressão de BIM (p<0,001 e p<0,001, respectivamente). Adicionalmente, 

não foi observada associação entre os níveis 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: Análise dos níveis de miRNAs em relação a expressão da proteína BIM em 

amostras tumorais de LB. Em A, B, C, D e E níveis do miR-17a, miR-19a, miR-19b miR-20a 

e do miR-92a associados a expressão proteica de BIM. A quantificação dos miRNAs foi realizada 

por PCR em tempo real, utilizando uma amostra de linfonodo reacional como referência e a 

detecção  da expressão de BIM por imuno-istoquímica  P<0,05 foi considerado estatisticamente 

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

 Uma vez que o miR-17 teve uma associação com a expressão de BIM em amostras 

de pacientes com LB, nós fomos investigar o efeito da inibição do miR-17 em células 

derivadas do LB. Observamos um aumento na expressão das três isoformas da proteína 

BIM na linhagem Daudi transfectada com o inibidor de miR-17 decorridos 24 e 48 h da 

transfecção. Além disso, foi detectado um aumento de c-MYC no tempo de 24 h, 

corroborando a alça de regulação existente entre o cluster 17-92 e c-MYC (Figura 5.8). 

 

 

Figura 5.8: Inibição do miR-17 utilizando o inibidor hairpin na linhagem Daudi. A expressão 

de BIM e c-MYC foram analisadas nas células transfectadas com o inibidor hairpin (HI) ou 

controle negativo. A inibição do miR-17 causou um aumento de c-MYC em 24 horas após a 

transfecção e aumento das três isoformas: Bim EL (extra large), Bim L (large) e Bim S (small)  

de BIM em 24 e 48 horas. Os níveis de β-actina foram utilizados como normalizador. Figura 

representativa de dois experimentos independentes. 
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5.8  Expressão alta de miR-17  foi associada a uma pior sobrevida no LB pediátrico 

 Em seguida, nós nos questionamos se os membros do cluster miR-17-92 estariam 

associados com o prognóstico do LB pediátrico. A expressão relativa média foi utilizada 

como ponto de corte para avaliar a relação entre a sobrevida global dos pacientes com LB 

e a expressão do miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a e miR-92a. A expressão acima ou 

abaixo do valor médio de expressão foi considerada alta e baixa expressão, 

respectivamente. A sobrevida global foi analisada em 39/41, 35/41, 35/41, 39/41 e 38/41 

pacientes em relação ao miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a e miR-92a, 

respectivamente. Notavelmente, pacientes com altos níveis de expressão do miR-17 

apresentaram uma sobrevida global em cinco anos inferior aos pacientes com baixos 

níveis (p=0,007) (Figura 5.9A). Além disso, a análise multivariada revelou que o miR-17 

é um fator de prognóstico independente no LB (HR=3,68, p=0,034) tabela 5.5. Também 

observamos que pacientes com altos níveis de miR-19a e miR-20a apresentaram uma 

tendência a pior sobrevida global (p=0,06 e p=0,078, respectivamente) (Figura 5.9B e D). 

No entanto, os níveis de expressão do miR-19b e do miR-92a não tiveram impacto na 

sobrevida global dos pacientes em cinco anos (p=0,20 and p=0,954, respectivamente) 

(Figura 5.9C e E).  
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Figura 5.9: Curvas de Kaplan-Meier das sobrevidas globais em 5 anos em relação aos níveis 

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

de acordo com o nível de expressão de cada miRNA. Em A, sobrevida global dos pacientes com 

LB em relação ao nível de expressão 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 prognóstico do LB através da análise multivariada 

  Sobrevida Global 

Variável Risco relativo 
95% IC 

P valor 
Inferior Superior 

     
 Expressão de miR-17 (alta vs. 

baixa) 
8,945 2,150 37,212 0,003 

 Nível 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 expressão do miR-34 não teve impacto no prognóstico do LB 

 A perda de expressão da família miR-34 foi um evento frequente no LB 

pediátrico. Os níveis médios de expressão 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 famiíla miR-34 

não teve associação com o prognóstico do LB pediátrico conforme descrito na tabela 5.6.  

Tabela 5.6: Expressão de miRNAs da família miR-34 em relação à sobrevida dos 

pacientes com LB  

Expressão n SG (%) EP (%) P valor 

miR-34a     

> média 21 81 4,9 
0,588 

< média 27 74 4,7 

     

miR-34b     

> média 30 70 5,9 
0,316 

< média 31 80,6 3,8 

     

miR-34c     

> média 9 66,7 8,7 
0,400 

< média 12 83,3 6,2 

n: número de pacientes; SG: sobrevida global; EP: erro padrão 
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5.10 A Decitabina alterou o nível de expressão do miR-34b nas linhagens de LB 

Mediante a baixa expressão do miR-34b nas amostras de pacientes, nós fomos 

investigar se a regulação poderia ser por metilação do DNA. Inicialmente avaliamos a 

expressão basal do miR-34b nas linhagens (BL41, Daudi e Raji) utilizando a mesma 

amostra de referência (linfonodo reacional) utilizada na quantificação das amostras 

tumorais.   Com esta abordagem observamos baixos níveis 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 expressão do miR-34b. Nas linhagens BL41, Daudi e Raji foi observado 

um aumento do miR-34b com todas as concentrações de decitabina. Já na linhagem 

Namalwa só foi observado um aumento na menor e maior concentração de decitabina 

utilizada.  (Figura 5.11). Com este ensaio demonstramos que o tratamento com agente 

demetilante de DNA resultou na alteração do nível de expressão do miR-34b nas 

linhagens de LB. 

 

Figura 5.10: Expressão relativa do miR-34b nas linhagens BL41, Daudi e Raji. Os níveis de 

miRNAs foram quantificados por PCR em tempo real utilizando amostra de linfonodo reacional 

como amostra de referência. Gráfico representativo da média de 2 experimentos. 
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Figura 5.11: Expressão relativa do miR34b em linhagens de LB após o tratamento com 

Decitabina. A quantificação foi realizada por PCR em tempo real após o tratamento com 

diferentes concentrações de decitabina por 24 horas. Gráfico representativo da média de 2 

experimentos +/- erro padrão. 

 

5.11 Os níveis de RNAm de c-MYC foram alterados pela Decitabina nas linhagens 

de LB  

Após avaliar o efeito da decitabina na expressão de miRNAs 34 avaliamos se o 

aumento de miR-34b teria como efeito a diminuição de c-MYC nas linhagens de LB.  

Assim, os níveis de RNAm de c-MYC foram avaliados por PCR em tempo real e 

detectamos que o tratamento promoveu uma diminuição de c-MYC nas linhagens Daudi 

e Raji de 0,83 e 1,4 vezes, respectivamente, na maior concentração de decitabina. No 

entanto, a linhagem BL41 apresentou aumento em duas concentrações de decitabina e a 

linhagem Namalwa em todas as concentrações, como mostrado na figura 5.12. Em 

seguida, avaliamos na linhagem Raji (maior diminuição de RNAm de c-MYC) se também 

haveria diminuição no nível de expressão de proteína. Entretanto, não foi observada 

nenhuma alteração nos níveis da proteína c-MYC na linhagem Raji (Figura 5.13). 
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Figura 5.12: Expressão relativa de c-MYC nas linhagens de LB tratadas com Decitabina. A 

quantificação foi realizada por PCR em tempo real após o tratamento com diferentes 

concentrações de decitabina por 24 horas. Resultado expressando a média de dois experimentos 

independentes. 

 

 

                            

 

Figura 5.13: Expressão proteica de c-MYC na linhagem Raji em relação ao tratamento com 

Decitabina. Detecção foi realizada por western blotting após 24h de incubação com decitabina. 

Figura representativa de dois experimentos independentes. 
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5.12 A estabilização da proteína c-MYC não alterou a expressão de miRNAs do 

cluster 17-92 

 Considerando que c-MYC atua na regulação de vários miRNAs, o próximo passo 

foi avaliar a expressão dos miRNAs mediante a estabilização da proteína c-MYC.  Para 

isso, as linhagens Ramos e Daudi foram tratadas em diferentes tempos com CHIR 99021, 

inibidor de GSK3β que impede a fosforilação de c-MYC e consequentemente a proteína 

c-MYC não é degradada. Após 2 horas de incubação com CHIR já foi possível detectar 

inibição da fosforilação de c-MYC e consequentemente acúmulo de c-MYC (Figura 

5.14). Também foram avaliados os níveis de β-catenina, outro alvo acumulado com a 

inibição de GSK3β, a fim de verificar a atividade do inibidor. Dessa forma, observamos 

que um acúmulo de GSK3β em todos os tempos avaliados com o CHIR em ambas as 

linhagens.  

 

Figura 5.14: Níveis de c-MYC total e fosforilada nas linhagens Ramos e Daudi. As células 

Ramos (A) e Daudi (B) foram avaliadas em diferentes tempos de exposição ao CHIR (3µM) e ao 

veículo (DMSO). β-actina foi utilizada como normalizador. Acúmulo de β catenina representa a 

eficiência do inibidor CHIR. Figura representativa de três experimentos independentes. 
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Posteriormente fomos avaliar o efeito da estabilização de c-MYC na expressão 

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 não observamos alteração 

nos níveis de expressão dos miRNAs.. Além disso, investigamos outros miRNAs que não 

fazem parte do cluster 17-92, mas que também são regulados por c-MYC (miR-15a e 

miR-150). No entanto, também não observamos alteração da expressão do miR-15a. Já 

em relação ao miR-150, observamos um aumento de expressão apenas no tempo de 4 

horas como mostrado na figura 5.15. Desse modo, a estabilização de c-MYC não 

promoveu um aumento na expressão de miRNAs na linhagem Ramos. 

Um padrão semelhante de expressão de miRNA também foi observado na 

linhagem Daudi mediante a utilização do CHIR. Observamos uma pequena variação na 

expressão dos miRNAs do cluster 17-92 (miR-17, miR-19b e miR-92a). A expressão do 

miR-17 e miR-19b aumento cerca de 50% no ponto de 3 horas e depois detectamos uma 

redução dos níveis de miRNA nos tempos de 4 e 6 horas. Em relação ao miR-92, um 

aumento de cerca de 20% na expressão foi observado após 3 horas de incubação 

acompanhado de redução na expressão nos tempos posteriores. Também estendemos a 

análise para miRNA fora do cluster 17-92 mas que também regulados por c-MYC. Desse 

modo, avaliamos a expressão do let7-a e detectamos um aumento em torno de 30% na 

incubação de 3 horas, não ocorrendo alteração e/ou redução da expressão nos demais 

tempos de incubação. Adicionalmente, testamos se uma incubação mais prolongada seria 

capaz de ativar a expressão dos miRNAs e não observamos alteração na expressão do 

miR-17 e miR-19b após 12 horas de incubação e a detecção de redução com 24 horas. 

(Figura 5.16). 
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Figura 5.15: Expressão de miRNAs mediante estabilização proteica de c-MYC na linhagem 

Ramos. (A) níveis relativos do miR-17, em (B) miR-19b, em (C) miR-92a, em (D) miR-15a e em 

(E) miR-150. A quantificação foi feita por PCR em tempo real utilizando como amostra referência 

as células incubadas com o veículo (DMSO). Os resultados estão expressos através da média e 

erro padrão de três experimentos independentes.  
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Figura 5.16: Expressão de miRNAs mediante estabilização proteica de c-MYC na linhagem 

Daudi. (A) níveis relativos do miR-17, em (B) miR-19b, em (C) miR-92a, em (D) let7-a durante 

2, 3, 4 e 6 horas de exposição ao CHIR e em (E) miR-17 e miR-19b nos tempos de 6, 12 e 24 

horas. A quantificação foi feita por PCR em tempo real utilizando como amostra referência as 

células incubadas com o veículo (DMSO). Os resultados estão expressos através da média e erro 

padrão de três experimentos independentes.  
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5.13 A inibição de c-MYC reduz a transcrição do cluster miR-17-92 

 A fim de avaliar o tempo que a célula levaria para ativar a transcrição do cluster 

miR-17-92, nós utilizamos a linhagem P493-6 que possui o promotor de c-MYC regulado 

por tetraciclina e na presença da mesma não ocorre a transcrição de c-MYC. Sendo assim, 

nós inibimos a transcrição de c-MYC, quando as células  são 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 expressão de c-MYC é reativada. Para isso, 

nós incubamos a linhagem P493-6 com tetraciclina e avaliamos a expressão da proteína 

c-MYC após a remoção da tetraciclina. Neste ensaio, detectamos que em apenas 2 horas 

na ausência de tetraciclina os níveis proteicos de c-MYC passaram a ser detectáveis 

(Figura 5.17A). Em seguida, avaliamos a expressão de RNAm de c-MYC e do transcrito 

primário do cluster miR-17-92 (MIRH1). Na presença de tetraciclina nós observamos 

uma expressão muito baixa de RNAm de c-MYC e do MIRH1 e trinta minutos após a 

remoção de tetraciclina já foi possível detectar um aumento na expressão de c-MYC e de 

MIRH1. Os níveis de RNAm de ambos os genes estavam expressos de forma semelhante 

ao controle (células cultivadas na ausência de tetraciclina) em apenas 2 horas após 

ausência de tetraciclina, corroborando os dados de expressão proteica (Figura 5.17B). Por 

fim, avaliamos a expressão do miR-17 e miR-92a. Desse modo, foi possível detectar os 

miRNAs em 24 horas de incubação com tetraciclina, uma diminuição nos níveis 30 

minutos após a remoção de tetraciclina e aumento da expressão após 1 hora. Logo após 2 

horas as células parecem reestabelecer a expressão dos miRNA, atingindo um platô 

(Figura 5.17C). Sendo assim, os níveis de miRNA maduros parecem ser estáveis na 

linhagem P493-6, uma vez que não são alterados mediante uma grande diminuição dos 

níveis do transcrito primário. Além disso foi possível detectar que 30 minutos são 

suficientes para as células aumentar a transcrição de miRNA.  
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Figura 5.17: Avaliação da expressão do cluster miR-17-92 mediante reativação de c-MYC 

na linhagem P493-6. (A) Expressão 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 após a remoção da 

tetraciclina. (B) Quantificação relativa de RNAm de c-MYC e MIRH1. (C) Níveis relativos do 

miR-17 e miR-92a. A quantificação foi feita por PCR em tempo real utilizando como amostra 

referência as células incubadas sem tetraciclina. Resultado expressando a média de dois 

experimentos independentes. 

 

5.14 O tratamento com CHIR pode modular a localização da Drosha 

 Nossa próxima pergunta foi se o tratamento com inibidor de GSK3β  CHIR  

poderia modular a localização da Drosha. Tal questionamento teve como base a descrição 

de que a Drosha precisa ser fosforilada por GSK3β para manter-se no núcleo (TANG et 

al., 2011).  Através de microscopia confocal observamos uma diminuição de Drosha no 

núcleo (p=0,004) na linhagem Ramos exposta ao CHIR por 2 horas (Figura 5.18). 
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Figura 5.18: Análise da localização da Drosha mediante o tratamento com CHIR na 

linhagem Ramos. (A) Microscopia confocal evidenciando a localização difusa de Drosha em 

células controles e incubadas com CHIR à 3µM por 2 horas. (B) Análise estatística da diferença 

entre a colocalização (marcação de Dapi e Drosha) pelo Teste ANOVA.  No gráfico estão 

plotados os valores da correlação de Pearson dos pixels azul e vermelho localizados na 

sobreposição das marcações. Foram quantificadas nove imagens de diferentes campos.  

 

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

 Nosso próximo passo foi avaliar a importância do sítio S300/302 - fosforilado por 

GSK3β (TANG et al, 2011) na localização subcelular da Drosha, tendo em vista nosso 

resultado anterior de que o CHIR pode alterar a localização 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 possível observar que na presença 
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da mutação na S300/302 a Drosha localiza-se predominantemente no citoplasma como 

mostrado na figura 5.19. 

 

 

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 proteína selvagem no núcleo.  

 

Por fim, fomos investigar se a concentração de CHIR utilizada para estabilizar c-

MYC poderia modular a localização da Drosha selvagem e mutante. Sendo assim, 

incubamos as linhagens com 3µM de CHIR por 6 horas, realizamos o fracionamento 

subcelular e detectamos uma diminuição da Drosha selvagem no compartimento nuclear. 

Já a Drosha mutante que se encontra predominantemente no citoplasma não sofreu 

alteração com a utilização do CHIR (figura 5.20). Esses resultados apontam que a inibição 

de GSK3β modula  a localização da Drosha, uma observação que pode ter impacto na 

biogênese dos miRNAs que necessitam da Drosha presente no núcleo. 
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Figura 5.20: Expressão de Drosha-GFP nas frações subcelulares incubadas com CHIR por 

Western blotting. As células 293T expressando Drosha-GFP selvagem e Drosha S300/302 

mutante foram incubadas com 3 µM de CHIR durante 6 horas e submetidas ao fracionamento 

subcelular. HDAC2 e α tubulina foram utilizadas como controles constitutivos nuclear e 

citoplasmático, respectivamente.   
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6 DISCUSSÃO 

 

Os LNH constituem o quarto tipo de tumor mais comum em crianças, sendo o 

linfoma de Burkitt o subtipo de LNH mais prevalente, representando de 30 a 50% dos 

linfomas da infância, seguido 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 

frequência maior do LDGC-B enquanto que o LB torna-se mais raro (PATTE et al., 

2007). No Brasil, também foi observado uma diminuição na incidência do LB conforme 

o avanço da idade sendo a mediana de incidência 4.7/milhão na faixa etária de 1-4 anos 

de idade, 3.6/milhão entre 5-9 anos e 0,65 após 9 anos. (OLIVEIRA FERREIRA et al., 

2012). Em nosso estudo também observamos uma frequência maior de pacientes abaixo 

de 12 anos de idade um padrão semelhante ao linfoma de Burkitt esporádico de outras 

regiões geográficas (OLIVEIRA FERREIRA et al., 2012). 

Atualmente, a utilização 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 países desenvolvidos (CAIRO et al., 2007; PATTE et al., 2007). Já nos países em 

desenvolvimento como o Brasil, a taxa de sobrevida é um pouco inferior em torno de 80% 

(KLUMB et al., 2004), e em alguns países com índice mais baixo de desenvolvimento se 

situa em torno de 65% (MOLETI et al., 2007). Na coorte estudada, nós encontramos uma 

sobrevida global de 77% (erro padrão 3,2%) estando de acordo com o demonstrado 

anteriormente. Esta diminuição da sobrevida está associada ao fato de que nos países em 

desenvolvimento o tratamento é menos intensivo com redução das doses do 

quimioterápico metotrexate visando reduzir a morbidade e mortalidade em condições em 

que o suporte para o tratamento não é o ideal. A principal complicação que limita o 

tratamento de suporte é a imunossupressão que resulta em neutropenia e infecções para 

variados microrganismos. Esta situação demanda tratamento de suporte com antibióticos 

e anti-fúngicos de última geração, equipes altamente especializadas e sistema de controle 

e monitoramento das infecções muito estruturado.  (SCHMITZ et al., 2014). A ausência 

desta infraestrutura é ainda mais grave na região da África onde incidem os casos de LB 

endêmico. Nestas regiões já descritas previamente as crianças com diagnóstico de LB 
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recebem doses menores de quimioterapia, às vezes só monoterapia com o quimioterápico 

ciclofosfamida, não 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 específico com menor toxicidade que resulte em menor imunossupressão é 

extremamente necessário para o LB pediátrico visando aumentar a sobrevida e diminuir 

a morbidade e mortalidade em países em desenvolvimento, enquanto que a longo prazo, 

para os países desenvolvidos o diferencial seria a redução das complicações tardias como 

infertilidade, cardiotoxicidade e segunda neoplasia. 

Em nosso estudo, a análise das características clínicas dos pacientes revelou um 

predomínio dos estágios III/IV que caracterizam doença mais avançada, e em 45,5% dos 

pacientes foram detectados níveis séricos de LDH duas vezes acima do normal (>1000 

UI/L). Este marcador biológico tem sido utilizado na estratificação da intensidade do 

protocolo e, especialmente no estágio III da doença, auxilia na separação dos grupos de 

maior risco (KLUMB et al., 2003; PATTE et al., 2007). Posteriormente, foi analisado o 

impacto das variáveis clínicas na SG dos pacientes com LB. Em relação ao estadiamento 

foi observado um desfecho clínico desfavorável para os pacientes com estádios III/IV 

(p=0,044). De acordo com os níveis séricos de LDH, estratificando em dois grupos - 

maior e menor que 1000 UI/L - foi detectada uma diferença significativa na SG (p=0,002). 

Já a presença do EBV no tumor não alterou a sobrevida dos pacientes de forma 

significativa (p=0,096). Esses dados corroboram outros estudos que também detectaram 

diferença significativa em relação ao estadiamento e ao nível da enzima LDH (KLUMB 

et al., 2003; BURKHARDT et al., 2011; MOLETI et al., 2007). No entanto, a observação 

relativa ao impacto do EBV no prognóstico foi distinta de estudo anterior provavelmente 

pela limitação amostral do presente estudo (MINNICELLI C et al., 2012). 

A assinatura molecular do LB é a ativação do oncogene c-Myc através de 

translocações que envolvem o lócus do gene c-Myc no cromossomo 8q24, para os loci 

das imunoglobulinas (IGs) no cromossomo 14q32 (cadeia pesada µ), 2p11 (cadeia leve 

κ) ou 22q11 (λ). Estas translocações justapõem toda a sequência codificante do gene c-

Myc ao ativador transcricional do gene da Ig (LINDSTRÖM & WIMAN, 2002). Como 

resultado dessas translocações a proteína c-MYC passa a ser expressa de forma 

constitutiva ativando genes relacionados a diversos processos celulares como divisão 
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celular, metabolismo celular, apoptose, atividade do telômero, entre outros (HECHT & 

ASTER, 2002). Embora a translocação envolvendo c-MYC seja uma alteração do LB 

descrita como critério pela classificação de linfomas  da Organização Mundial da Saúde 

(WHO), (CAMPO et al., 2011), tem sido reportado que cerca de 7 a 19% dos LB não 

apresentam a translocação envolvendo c-MYC. Entretanto, estes casos, apresentam 

características clínicas, morfológicas e perfil de expressão gênica similar ao  LB clássico 

(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 não 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 localizações com até 1 Kb de 

variação o que dificulta a análise 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 região incluindo a clássica t(8;14), bem como as variantes 

t(2;8) e t(8;22). Além disso, nós observamos uma menor expressão dos níveis de RNAm 

de c-Myc nas amostras dos pacientes sem a translocação do que nos pacientes com a 

translocação (figura 5.4). Essa mesma observação foi obtida num estudo realizado 

recentemente, descartando a possibilidade de uma falha na detecção da translocação por 

FISH (SALAVERRIA et al., 2014). Adicionalmente, alterações cromossômicas na região 

11q – uma alteração descrita no estudo mencionado – foram encontradas apenas nos casos 

de BL que não apresentavam translocações envolvendo c-Myc sugerindo mecanismos 

moleculares distintos na patogênese do LB sem as translocações clássicas 

(SALAVERRIA et al., 2014). 

Adicionalmente, outras alterações moleculares vêm sendo descritas na patogênese 

do LB, uma vez que a desregulação de c-MYC exclusivamente não é suficiente para o 

desenvolvimento tumoral. Em um elegante estudo recente, foi descrito um novo modelo 

de patogênese para o LB a partir da identificação da cooperação da via de PI3K com c-

MYC na patogênese do LB (SCHMITZ et al., 2012). Reforçando o papel da via de PI3K 

no LB, estudos do nosso grupo demonstraram que a combinação de inibidor de histona 

deacetilase com quimioterápico inibe a proliferação de células de LB através da regulação 

da via de PI3K (FERREIRA et al., 2014; 2016). Além disso, num estudo prévio, 
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observamos inativação de P16INK4a na maioria das amostras tumorais de LB pediátrico, 

sendo detectada a metilação da região promotora do gene P16INK4a como mecanismo 

de inativação da transcrição gênica. Desse modo, a inativação de P16INK4a foi apontada 

como um evento relevante na patogênese do LB (ROBAINA et al., 2015, anexo 10.3). 

Neste contexto, a ativação da proliferação celular através da desregulação das vias de 

PI3K e P16INK4a, constituem mecanismos importantes na patogênese do LB capazes de 

sobrepujar os efeitos apoptóticos ativados através da expressão aumentada de c-MYC 

(SCHMITZ et al., 2012). 

A complexidade das alterações decorrentes da expressão constitutiva de c-MYC 

ficaram ainda maiores com a descoberta que c-MYC também se liga em sequências 

regulatórias de DNA e modula a expressão de RNAs não-codificantes como os miRNAs. 

c-MYC reprime múltiplos miRNAs classificados como supressores tumorais tais como 

miR-15a, a família let7, famílias 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 os 

miRNAs não tenha sido totalmente elucidado, alguns estudos recentes têm mostrado que 

o 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 diminuição da expressão do 

miR-29 (ZHANG X et al., 2012). Uma baixa expressão de miRNAs da família miR-29 

também foi descrita pelo nosso grupo no LB pediátrico. Além disso, observamos um 

aumento na expressão das DNA metil transferases 1 e 3B (DNMT1 e DNMT3B) que são 

alvos da repressão transcrional da família miR-29. Sendo assim, o miR-29 juntamente 

com a desregulação das enzimas DNMTs desempenham um papel relevante na 

patatogênese do LB (ROBAINA et al., 2015). Além disso, o aumento na expressão das 

DNMTs também pode ser devido ao recrutamento por c-MYC das DNA metiltransferares 

(DNMT3A e DNMT3B) promovendo o silenciamento de genes alvos (BRENNER et al., 

2005). 

Por outro lado, a superexpressão de c-MYC também tem como efeito o aumento 

da expressão de vários miRNAs com características oncogênicas, dentre eles, está 

incluído o cluster miR-17-92 que foi o primeiro cluster de miRNAs descrito, cujos efeitos 

estão relacionados à inibição da apoptose, aumento da proliferação celular, metástase, 
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angiogênese e metabolismo celular (XIONG L, et al., 2013). O cluster miR-17-92 possui 

seis miRNAs maduros distintos (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b, e miR-

92a) e está localizado no terceiro intron do gene C13orf25 (cromossomo 13 open reading 

frame 25), região frequentemente amplificada no LB, linfoma folicular, LCM e LDGC-

B. (OTA et al., 2004; TAGAWA et al., 2005; YU et al., 2006). Esses miRNAs são 

transcritos como miRNA primários (pri-miRNA) e em sequência processados 

separadamente, formando um miRNA maduro individual (YU et al., 2006). Dessa forma, 

é possível que todos os miRNAs do cluster sejam expressos em níveis semelhantes. A 

expressão do miR-17-92 é ativada através da ligação de c-MYC na região E-box 

localizada no primeiro íntron do gene (O’DONNELL, et al., 2005). A expressão 

aumentada do cluster miR-17-92 tem sido observada em linfomas de células B e em 

vários outros tipos de tumores sólidos, como câncer de mama e pulmão, reforçando o 

potencial tumorigênico desse cluster de miRNAs (HE et al., 2005; OTA et al., 2004; 

TAGAWA et al., 2005). De fato, o papel oncogênico do cluster foi confirmado através 

do modelo de LB, o camundongo Eµ-Myc. Utilizando este modelo, foi possível observar 

uma aceleração da linfomagênese devido à inibição da morte celular por apoptose causada 

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

Um estudo recente utilizando sequenciamento de RNA mostrou que a expressão 

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 superexpressão do miR-

17-92 (SCHMITZ et al., 2012). Outro grupo em diferente abordagem analisou o perfil de 

expressão dos miRNAs no LB utilizando uma análise integrada entre o perfil de expressão 

de miRNA e RNAm, mostrando que pelo menos 40 a 50 genes são alvos de membros do 

cluster miR-17-92 regulados por c-MYC no LB. Estes autores detectaram superexpressão 

dos miRNAs e baixa expressão do gene alvo correspondente em 36 amostras de LB 

(IQBAL et al., 2015). No presente estudo, nós avaliamos se havia diferença entre os 

níveis relativos de expressão de miRNAs codificados pelo mesmo gene, C13orf25, e 

controlados pelo mesmo promotor  miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a e miR-92  

em até 56 amostras de tumores de LB pediátrico. A nossa abordagem teve como foco 

cada miRNA do cluster avaliado individualmente, pois são descritos como repressores da 

proteína pró-apoptótica BIM e outros alvos relevantes no LB (OLIVE et al., 2013). 
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 Em nosso estudo nós observamos uma diferença estatisticamente significativa 

entre os níveis dos miRNAs do cluster 17-92 em amostras tumorais de LB (p=0,0006). 

Diferença na biogênese dos miRNAs codificados por gene policistrônico, ou seja, que 

através de um único precursor transcreve diferentes miRNAs, pode ocorrer devido as 

diferenças biológicas de cada miRNA ocasionando que cada miRNA tenha uma meia-

vida e um turnover diferente (OLIVE et al., 2013). Além disso, podem ocorrer diferenças 

no processamento dos miRNAs que são regulados por proteínas de ligação ao RNA 

(MICHLEWSKI et al., 2008). A nossa análise mostrou que o miR-92a foi o membro 

menos expresso do cluster em relação 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 

responsável por essas diferenças nos níveis de expressão entre os membros do cluster 

miR-17-92 identificado por nós ainda é desconhecido. Além disso, o papel de cada 

miRNA deste cluster no BL ainda não foi elucidado (LAI et al., 2015). No entanto, já foi 

descrito que o miR-92 tem como alvo FBW7, uma proteína envolvida na degradação de 

c-MYC. Desse modo, a expressão do miR-92 leva uma inibição de FBW7 e, 

consequentemente, resulta no aumento dos níveis de c-MYC. Altos níveis de c-MYC 

promovem um aumento na proliferação celular e ativação de apoptose dependente de p53 

(HEMANN et al., 2005). Uma hipótese plausível é que através de um mecanismo de 

feedback negativo, o miR-92 é reprimido, diminuindo os níveis de c-MYC e da apoptose 

induzida por c-MYC. 

 Iqbal e colaboradores, compararam a expressão do miR-17, miR-19a, miR-19b, 

mir-20a, miR-92a com a expressão detectada em centroblastos (linfócitos do centro 

germinativo) e observaram maior expressão de todos os membros do cluster 17-92 nas 

amostras e linhagens de LB em relação aos centroblastos. No referido estudo, a análise 

foi feita pelo ensaio de microarranjo e não foi possível comparar os níveis de expressão 

entre os membros do cluster (IQBAL et al., 2015). Nossos resultados mostraram que a 

expressão do miR-17, miR-19a, miR-19b, mir-20a e miR-92a é maior nas amostras de 

LB pediátrico do que em linfonodo reacional. No entanto, mesmo tendo utilizado todos 

os tipos celulares do conteúdo celular de um linfonodo reacional foi possível pela primeira 

vez, comparar o nível da expressão de miRNA entre cada membro do cluster 17-92 em 

um número significativo de casos de LB pediátrico. 
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 O efeito oncogênico do miR-17-92 tem sido associado em linfomas à 

desregulação de PTEN e BIM, duas proteínas supressores tumorais com atividade 

antiproliferativa e pró-apoptótica, respectivamente, com envolvimento importante no 

desenvolvimento do linfócito B (OLIVE V et al., 2009). Nesta linha de raciocínio, fomos 

investigar a correlação entre níveis dos miRNAs e a expressão proteica de BIM. Esta 

análise mostrou que altos níveis de miR-17 e miR-20 (p<0,001 e p<0,001, 

respectivamente), mas não de miR-19a, miR-19b e miR92a estavam associados com a 

ausência da expressão da proteína BIM (p=0,031, p=0,286, p=0,138, respectivamente). 

BIM é uma proteína pró-apoptótica fundamental no controle da apoptose dos linfócitos 

B. Durante a ontogenia dos linfócitos B, a expressão de BIM é diminuída através do 

cluster miR-17-92 para promover a sobrevivência das células B progenitoras. 

(VENTURA A et al., 2008). No entanto, experimentos com camundongos adultos 

mostraram que a expressão constitutivamente aumentada do miR-17-92 promove o 

desenvolvimento de doenças linfoproliferativas. Também a deleção de um apenas um 

alelo de BIM mimetiza os efeitos do miR-17-92 (XIAO C et al., 2008). Adicionalmente, 

padrões aberrantes de metilação na região promotora de Bim, como forma de 

silenciamento gênico, têm sido demonstrados em linhagens derivadas do LB (MESTRE-

ESCORIHUELA et al., 2007; PASCHOS et al., 2009). Em estudo prévio (dissertação de 

mestrado MCR), nosso grupo detectou por pirosequenciamento metilação na região 

promotora de Bim em 11 de 21 casos de BL. Entretanto, não foi observada associação 

entre a metilação e perda de expressão proteica de BIM (p=0,635, dados não mostrados). 

Afimde validar a regulação de BIM no modelo de LB, transfectamos a linhagem Daudi 

derivada de um caso de LB, com o inibidor de miR-17. Após a transfecção foi possível 

observar um aumento na expressão das três isoformas da proteína BIM. Além disso, foi 

detectado um aumento de c-MYC, corroborando a alça de regulação existente entre o 

cluster 17-92 e c-MYC. Estes nossos resultados destacam e reforçam o papel relevante 

da inativação de BIM na patogênese do LB como uma forma de alterar o balanço entre a 

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

Em continuidade ao estudo foi investigado o papel dos miRNAs do cluster miR-

17-92 no prognóstico do LB pediátrico. Dentre os miRNAs do cluster foi observado que 

apenas o miR-17 teve impacto na sobrevida global dos pacientes (p=0,007). 
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Adicionalmente, a análise multivariada revelou que o nível de expressão de miR-17 é um 

fator de prognóstico independente no LB (HR=3,68, p=0,034). Até o presente momento, 

somente um estudo avaliou o impacto do miR-17 no prognóstico do LB, mas em um 

número menor de casos de LB (n =26) tendo observado uma tendência para recaída nos 

casos com expressão aumentada (SCHIFFMAN JD et al., 2011). Nossos dados refinam 

o mencionado estudo uma vez que além do nosso número de casos ser maior (n = 39), a 

nossa análise ainda mostra que este fator tem prognóstico independente de outros fatores. 

 Tem sido proposto que o miR-17 desempenha um papel redundante durante a 

linfomagênese induzida por c-MYC visto que c-MYC promove a proliferação celular e a 

repressão transcricional de alvos relacionados com a inibição de proliferação entre os 

quais, p21 (CDKN1A) (OLIVE et al., 2013). Um estudo, utilizando 30 amostras tumorais 

de LB pediátrico relatou ausência de expressão de p21 em todos os casos avaliados 

(LEVENTAKI et al., 2012). Nossa hipótese aponta que o miR-17 pode aumentar a 

proliferação celular, através da inibição de p21, mas também reprime a tradução de BIM, 

inibindo a morte celular por apoptose, contribuindo para um prognóstico desfavorável no 

LB. Ressaltamos com base em nossas observações que a regulação da expressão do miR-

17 pode ter um papel importante na resposta ao tratamento e desfecho clínico dos 

pacientes com LB pediátrico. 

 Além do cluster 17-92 outros miRNAs, como mencionado anteriormente, estão 

sob controle de c-MYC. A família miR-34 também foi objeto de nosso estudo. A perda 

de expressão dos miRNAs desta família tem sido demonstrada como bastante relevante 

na patogênese de vários tumores devido a sua correlação direta com p53 e c-MYC. (HE 

L et al., 2007).  Na leucemia linfocítica crônica, baixos níveis de miR-34a foram 

correlacionados com mutação em TP53 ou deleção 17p com impacto negativo no 

prognóstico (ASSLABER et al., 2010). Além disso, no mieloma múltiplo também foi 

detectada baixa expressão de miR-34b/c devido a metilação do promotor desses miRNAs 

(WONG KY et al., 2011). Mais recentemente, foi descrito mutação em TP53 e metilação 

no miR34-a em pacientes com LDGC-B associadas a um desfecho clínico desfavorável 

(ASMAR et al., 2014).  Em relação ao LB, não há informações a respeito do impacto 

desta família na patogênese e no prognóstico dos pacientes. No entanto, foi observado 

que a baixa expressão do miR-34b é mais comum em pacientes com ausência da 
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translocação envolvendo c-Myc (LEUCCI et al., 2008). Entretanto, no nosso estudo não 

observamos diferença nos níveis de miR-34b em relação a translocação de c-Myc 

(p=0,456). Essa discordância também foi encontrada em mais dois estudos (LENZE et 

al., 2011; SALAVERRIA et al., 2015).  Em nosso estudo, a perda de expressão da família 

miR-34 foi um evento frequente no LB pediátrico. Os níveis médios de expressão relativa 

foram utilizados como ponto de corte para avaliar o impacto desses miRNAs na sobrevida 

global dos pacientes com LB. Esta análise mostrou que a expressão dos miRNAs da 

família miR-34 não teve associação com o prognóstico do LB pediátrico. 

A restauração da expressão do miR-34 pode ser um importante indutor de 

apoptose, uma vez que a superexpressão do miR-34 re-estabelece as funções de p53, 

como apoptose e parada do ciclo celular (CHANG TC et al., 2007). Alterações 

epigenéticas como a metilação do DNA têm sido associadas à inibição do miR-34b em 

diversos tipos de neoplasias, tais como: câncer oral, esôfago, colorretal, pulmão, 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 

regulação do miR-34b no LB. No nosso estudo, nós aventamos a hipótese de que possa 

haver regulação negativa do miR-34b por metilação. Dessa forma, as linhagens de LB 

(Daudi, Raji, Namalwa e BL41) foram tratadas com agente demetilante e demonstramos 

que o tratamento resultou na alteração do nível de expressão do miR-34b nas linhagens 

de LB. Adicionalmente, Salavierria e colaboradores observaram metilação no promotor 

do miR-34b em amostras de LB independente da presença de translocação 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 diminuição de RNAm c-MYC nas linhagens Daudi e 

Raji. Um estudo realizado pelo nosso grupo encontrou uma frequência de 20% de 

mutação de TP53 em pacientes com LB pediátrico no Brasil (KLUMB et al., 2003). É 

possível supor que as funções de supressor tumoral do miR-34 podem ser restabelecidas 

apenas inibindo a metilação do mesmo, uma vez que a maioria dos pacientes com LB não 

apresentam mutação de p53. 
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A utilização de agentes demetilantes a fim de restaurar a expressão de miRNAs 

silenciados epigeneticamente tem levado a diminuição da expressão de alvos oncogênicos 

e, consequentemente, supressão do crescimento tumoral (LUJAMBIO A et al., 2007; 

TOYOTA M et al., 2008).  Adicionalmente, vários estudos vêm sendo desenvolvidos 

com a utilização de miméticos do miR-34, relatando inibição do crescimento tumoral em 

modelos de câncer de pâncreas, pulmão e próstata in vivo (JI et al., 2008; WIGGINS JF 

et al., 2010). Com base nestes estudos, o miR-34a foi o primeiro miRNA a entrar em 

estudo clínico. O estudo de fase I está sendo conduzido em pacientes com câncer de 

fígado metastático através da administração do MRX34, mimético do miR-34a ligado a 

nanopartículas lipossomais (BOUCHIE A, et al., 2013).  Considerando a baixa expressão 

de miR-34 no LB demonstrada no presente estudo, e também em estudos anteriores, se 

for comprovada a eficácia dos miméticos miR-34a esta observação poderá também 

apontar para novas estratégias de tratamento no LB. 

Em sequência, nosso estudo foi avaliar o impacto da estabilização de c-MYC na 

expressão de miRNAs visto que a desregulação   de c-MYC e de miRNAs contribui para 

as funções oncogênicas de c-MYC (JACKSTADT & HERMEKING, 2014). A 

transcrição gênica de c-Myc é ativada, rapidamente, por estímulos mitógenos (SPENCER 

& GROUDINE, 1990). Adicionalmente, a proteína c-MYC é rapidamente degradada, 

apresentando uma meia-vida muito curta, cerca de 20 minutos em células não 

transformadas (HANN & EISENMAN, 1984). A fosforilação da serina 62 (Ser62) de c-

MYC pela via de MAP-ERK cinase promove a estabilização da proteína e proliferação 

celular. Por outro lado, a fosforilação da treonina 58 (Tre58) pela GSK3-β desestabiliza 

c-MYC levando a degradação via proteassoma (YEH et al., 2004). Para esta investigação, 

as linhagens Daudi e Ramos foram tratadas com CHIR 99021, inibidor de GSK3β afim 

de impedir a fosforilação da Tre58 de c-MYC, bloqueando a degradação de c-MYC. Após 

o tratamento com o inibidor observamos um acúmulo de c-Myc nas linhagens tratadas e, 

então, avaliamos se aumento nos níveis de c-MYC poderia alterar a expressão de 

miRNAs. Embora tenha ocorrido aumento no nível proteico de c-MYC nós não 

observamos uma alteração expressiva nos níveis de miRNAs na linhagem Ramos e 

Daudi. 
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Com a finalidade de certificar que os tempos analisados seriam suficientes para 

promover alterações nos níveis de expressão de miRNA, nós inibimos a transcrição de c-

MYC e realizamos uma cinética de tempo após a remoção da inibição de c-MYC para 

avaliar a transcrição do cluster miR-17-92, utilizando a linhagem P493-6. Sendo assim, 

foi possível detectar que apenas 30 minutos são suficientes para as células aumentarem a 

transcrição de miRNAs. Com este ensaio, descartamos a hipótese de que os tempos 

analisados não seriam suficientes para promover uma alteração na expressão de miRNAs. 

No entanto, alterações na maquinaria de processamento dos miRNAs podem estar 

impedindo a ativação dos miRNAs por c-MYC.  Em seguida investigamos se a inibição 

de GSK3β poderia estar alterando a localização da Drosha. Esta hipótese teve como base 

a descrição de que a Drosha precisa ser fosforilada por GSK3β para manter-se no núcleo 

(TANG et al, 2011). 

A Drosha é uma endonuclease RNase tipo III primordial na biogênese dos 

miRNAs que atuam especificamente em RNA de fita dupla (dsRNA). O domínio c-

terminal possui a atividade enzimática, sendo necessário para o processamento do pri-

miRNA in vitro. Já o domínio amino-terminal é importante para a localização nuclear em 

células de mamíferos (HAN et al, 2004). Neste estudo, avaliamos a localização da Drosha 

e observamos uma diminuição de Drosha no núcleo (p=0,004) na linhagem Ramos 

exposta ao CHIR por 2 horas. Desse modo, nós constatamos que a inibição de GSK3β 

teve como efeito a translocão da Drosha para o citoplasma na linhagem Ramos. 

Adicionalmente, foi descrito que em condições basais a GSK3β fosfoforila Drosha nas 

serinas 300 e 302 in vitro, promovendo a localização nuclear da Drosha (TANG et al., 

2011). Com base nessa informação nós avaliamos a importância deste sítio, Ser300 e 

Ser302, na localização da Drosha e observamos que na presença da mutação na S300/302 

a Drosha localiza-se predominantemente no citoplasma, sendo detectada uma diminuição 

da Drosha selvagem no compartimento nuclear em relação ao tratamento com CHIR.  

Assim, concluimos que a inibição de GSK3β promove um acúmulo de c-MYC e altera a 

localização da Drosha, influenciando no processamento dos miRNAs. 

Como conclusão geral, nosso estudo demonstrou pela primeira vez o perfil de 

expressão dos miRNAs: miR-17, miR-19a, miR-19b, miR-20a, miR-92a e da família 

miR-34 no linfoma de Burkitt pediátrico. Adicionalmente, altos níveis de expressão do 
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miR-17 e do miR-20a foram correlacionados com a perda da expressão proteica de Bim. 

O papel da inibição de BIM pelo miR-17 foi confirmado através da inibição do miR-17 e 

detecção de aumento da proteína BIM em linhagem de LB. Além disso, os altos níveis de 

miR-17 apresentaram um impacto negativo no prognóstico e a análise multivariada 

revelou que o miR-17 é um fator de prognóstico independente de outras variáveis no LB. 

Com relação a família miR-34 não foi demonstrado impacto no prognóstico de pacientes 

com LB e aventamos a hipótese de que a metilação pode regular os níveis de miR-34 em 

linhagens de LB. Desse modo, nosso estudou mostrou a contribuição dos miRNA 

regulados por c-MYC na patogênese e prognóstico do LB pediátrico, apontado potenciais 

alvos terapêuticos para serem explorados nas pesquisas da terapia com miRNA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 

 

7 CONCLUSÕES 

 

 A expressão dos membros do cluster miR-17-92 é elevada e diferencialmente 

expressa nas amostras de LB pediátrico, e a diminuição dos níveis de miR-34 

sugere o envolvimento destes miRNAs na patogênese do LB. 

  A diferença de expressão de RNAm c-MYC em relação à presença ou ausência 

de translocação de c-MYC aponta para outros mecanismos de patogênese nos 

casos que não apresentam a translocação. 

 A expressão dos miRNAs do cluster 17-92 pode ser afetada por outros 

mecanismos relacionados a sua biogênese e não tem relação direta com níveis de 

RNAm c-MYC em amostras de LB pediátrico. 

  A associação entre altos níveis do miR-17 e do miR-20a com a expressão da 

proteína pró-apoptótica BIM reforça as observações de que BIM é alvo do miR-

17 e do miR-20a.  

  A observação de que o miR-17 é um fator de prognóstico independente de outras 

variáveis no LB pediátrico sugere a confirmação deste miRNA como marcador  

no LB. 

 O agente demetilante de DNA, decitabina por regular os níveis de miR-34b e 

RNAm c-MYC em linhagens celulares de LB deve ser mais explorado em 

combinação com outras terapias. 

 O efeito da estabilização protéica de c-MYC através da inibição de GSK3β é 

complexo. A nossa observação de que a expressão dos miRNAs regulados por c-

MYC em linhagens de LB não é alterada pela estabilização de c-MYC necessita 

futura investigação. 

 A GSK3β está envolvida nas vias que determinam a localização subcelular da 

proteína Drosha. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

 Avaliar a fosforilação da Drosha mediante a utilização de CHIR (em andamento). 

 Estabelecer um modelo de LB Drosha S300/302 mutante utilizando a ferramenta 

CRISPR-Cas9 para uma melhor compreensão do papel dos miRNAs na 

patogênese do LB (em andamento). 
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