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RESUMO 

Sob a ótica molecular, o câncer é um emaranhado de alterações multifacetadas que conectam 

as esferas genética, epigenética e ambiental. A leucemia, um câncer hematopoiético, afeta 

principalmente os glóbulos brancos e é marcada por desregulações na proliferação e 

diferenciação celular. Nesse contexto, a Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é o tipo de 

câncer pediátrico mais comum. O diagnóstico precoce é essencial e inclui a análise de 

biomarcadores genéticos. Além das classificações moleculares existentes, novas pesquisas 

estão focadas em reguladores epigenéticos como o gene PRDM16, cujas alterações na 

leucemogênese já foram pontuadas anteriormente. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi 

identificar o perfil de expressão do gene PRDM16 na LLA pediátrica. Para tanto, foi avaliada 

a expressão do gene em amostras de pacientes pediátricos recém diagnosticados e atendidos 

em um hospital de referência da cidade de Belém-PA, considerando também dados clínicos, 

laboratoriais e moleculares. O ensaio de expressão gênica foi conduzido com o gene PRDM16 

e dois genes referência (ABL1 e ACTB), utilizando sondas TaqMan®. Além disso, o estudo 

contou com um grupo controle de indivíduos saudáveis. As análises estatísticas foram 

conduzidas pela plataforma Endogene Analyzer e nos softwares PSPP versão 1.2, Jamovi 2.3 

e Bioestat 5.3. Entre os pacientes, houve predominância do gênero masculino, amostras de 

sangue periférico e faixa etária de 2 a 9 anos. Quadros de leucopenia, anemia e plaquetopenia 

foram os prevalentes. As fusões mais frequentes foram ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1 e 

BCR::ABL1. PRDM16 foi significativamente superexpresso no grupo LLA, em comparação 

ao controle (p = 0,001; FC = 10,21). Encontrou-se PRDM16 mais alterado na LLA-T (p = 

0,000; FC = 36,01) do que na LLA-B (p = 0,024; FC = 6,46), sendo essa tendência sustentada 

nas demais avaliações estatísticas. Além disso, um menor nível de superexpressão de 

PRDM16 associou-se a casos de trombocitose (p = 0,025). Curiosamente, uma pequena 

parcela dos pacientes demonstrou silenciamento do gene, o que se associou com a ausência de 

fusões gênicas (p = 0,033). A análise de curva ROC apontou que PRDM16 é um bom 

discriminante entre LLA-B e LLA-T (AUC = 0,95). Os dados supracitados indicam que existe 

uma predominância de superexpressão do fator de transcrição PRDM16 em pacientes 

pediátricos com LLA, apesar de existem casos de modulação negativa do gene. Dada a sua 

contribuição para a regulação de diversos genes importantes para a diferenciação do início da 

cadeia hematopoiética, esse achado de desregulação de PRDM16 pode contribuir para a 

elucidação do complexo processo leucemogênico. 

Palavras-chave: Leucemia linfoide, Domínios PR-SET, Elementos Reguladores de 

Transcrição, Perfil da Expressão Gênica.  



 

ABSTRACT 

From a molecular perspective, cancer is a tangle of multifaceted changes that connect the 

genetic, epigenetic and environmental spheres. Leukemia, a hematopoietic cancer, primarily 

affects white blood cells and is marked by dysregulations in cell proliferation and 

differentiation. In this context, Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common 

type of pediatric cancer. Early diagnosis is essential and includes analysis of genetic 

biomarkers. In addition to existing molecular classifications, new research is focused on 

epigenetic regulators such as the PRDM16 gene, whose changes in leukemogenesis have been 

previously reported. Therefore, the objective of this work was to identify the expression 

profile of the PRDM16 gene in pediatric ALL. To this end, gene expression was evaluated in 

samples from pediatric patients recently diagnosed and treated at a reference hospital in the 

city of Belém-PA, also considering clinical, laboratory and molecular data. The gene 

expression assay was conducted with the PRDM16 gene and two reference genes (ABL1 and 

ACTB), using TaqMan® probes. Furthermore, the study included a control group of healthy 

individuals. Statistical analyzes were conducted using the Endogene Analyzer platform and 

PSPP version 1.2, Jamovi 2.3 and Bioestat 5.3 softwares. Among the patients, there was a 

predominance of males, peripheral blood samples and an age range of 2 to 9 years. 

Leukopenia, anemia and thrombocytopenia were prevalent. The most frequent fusions were 

ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1 and BCR::ABL1. PRDM16 was significantly overexpressed in 

the ALL group compared to control (p = 0.001; FC = 10.21). PRDM16 was found to be more 

altered in T-ALL (p = 0.000; FC = 36.01) than in B-ALL (p = 0.024; FC = 6.46), and this 

trend was supported in the other statistical evaluations. Furthermore, a lower level of 

PRDM16 overexpression was associated with cases of thrombocytosis (p = 0.025). 

Interestingly, a small portion of patients demonstrated gene silencing, which was associated 

with the absence of gene fusions (p = 0.033). The ROC curve analysis showed that PRDM16 

is a good discriminant between B-ALL and T-ALL (AUC = 0.95). The aforementioned data 

indicate that there is a predominance of overexpression of the PRDM16 transcription factor in 

pediatric patients with ALL, although there are cases of negative modulation of the gene. 

Given its contribution to the regulation of several genes important for the differentiation of 

the beginning of the hematopoietic chain, this finding of PRDM16 deregulation may 

contribute to the elucidation of the complex leukemogenic process. 

Key words: Lymphoid Leukemia, PR-SET Domains, Regulatory Elements, Transcriptional, 

Gene Expression Profiling. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 LEUCEMIAS 

1.1.1 Considerações gerais 

As leucemias são um tipo de malignidade hematológica caracterizada pela 

desregulação da produção dos elementos sanguíneos, principalmente os leucócitos, mediada 

pelo acúmulo de alterações moleculares em vias de proliferação, diferenciação e renovação 

celular na medula óssea (Du et al., 2022).  O ciclo hematopoiético parte de células-tronco 

pluripotentes que sofrem diferenciações em cadeia com auxílio de proteínas específicas e 

modulação da expressão gênica, originando as células maduras sanguíneas e imunológicas 

funcionais (Rieger; Schroeder, 2012). Porém, o mau funcionamento desse microambiente, 

desencadeado por anormalidades genéticas, resulta em um grau de instabilidade capaz de 

provocar o acúmulo exagerado de células anormais das linhagens linfoide e/ou mieloide na 

medula óssea, culminando na liberação desses clones na corrente sanguínea ou em tecidos 

extramedulares (Figura 1) (Tebbi, 2021). Alguns autores acreditam que as leucemias são 

neoplasias essencialmente metastáticas, visto que o microambiente medular favorece a 

transmigração de clones leucêmicos, causando repercussões patológicas graves para o 

organismo (Riether; Schürch; Ochsenbein, 2015; Whiteley et al., 2021). 

Figura 1: O modelo de progressão das células-tronco leucêmicas. 
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O modelo demonstra que células tronco hematopoiéticas (CTHs) normalmente têm capacidade de 

autorrenovação ilimitada. Sendo assim, as CTH se diferenciam em progenitores multipotentes de amplificação 

transitória (MPPs) e progenitores linfoides multipotentes (LMPPs), os quais se autorrenovam de forma limitada. 

Dessa forma, MPPs e LMPPs se diferenciam em progenitores específicos: CLP: progenitor linfoide comum; 

CMP: progenitor mieloide comum; GMP: progenitor granulocítico e monocítico; MEP: progenitor 

megacariocítico e eritrocítico. Esses, continuam sua diferenciação e multiplicação de cada linhagem 

especificamente, sem deter a capacidade de autorrenovação. Na leucemia, existe um acúmulo de mutações em 

diferentes estágios da hierarquia hematopoiética que culminam na formação de células-tronco leucêmicas 

(LSCs). B: linfócitos B; T: linfócitos T; NK: células NK; P: plaquetas; E: eritrócitos; M: monócitos; G: 

granulócitos. Fonte: Adaptado de Riether; Schürch; Ochsenbein, 2015. 

1.1.2 Epidemiologia 

Quando tratamos da epidemiologia das leucemias, é importante levar em consideração 

os fatores de risco associados à doença e o perfil do paciente leucêmico. Dentre os fatores de 

risco, o tabagismo é o mais relatado, isso porque está associado à rápida progressão da doença 

e morte precoce, devido ao potencial leucemogênico dos compostos do cigarro (Du et al., 

2022; Martins et al., 2023). Em segundo lugar estão comorbidades, como alto Índice de 

Massa corporal (IMC) associado à obesidade, que desencadeiam mudanças metabólicas, 

imunológicas e inflamatórias no organismo, favoráveis ao ambiente leucemogênico, 

promovendo um efeito protetor para células leucêmicas, as quais têm grande afinidade para 

altos níveis glicêmicos (Yi et al., 2020; Du et al.; 2022). Além desses, a exposição a agentes 

tóxicos, tanto ambientais como ocupacionais, exposição à radiação ionizante, histórico 

familiar, exposição anterior à quimioterapia também são fatores de riscos (Bispo; Pinheiro; 

Kobetz, 2020). 

Sobre o perfil do paciente leucêmico, é constatado que casos de leucemia são mais 

frequentes em homens, com os subtipos dominantes variando entre as faixas etárias, com os 

picos principais abrangendo as faixas etárias menores de 15 anos e maiores de 70 anos 

(INCA, 2022). Globalmente, a leucemia é o 13º tipo de câncer mais frequente e 10ª causa de 

morte, sendo responsável por aproximadamente 500 mil casos novos e cerca de 300 mil 

mortes na estimativa de 2022 do Observatório Global do Câncer (GLOBOCAN) (Ferlay et 

al., 2024). No Brasil, é o 10º tipo de câncer mais frequente na estimativa do triênio 2023-

2025, projetando-se a incidência de 11.540 casos, com 6.250 casos em indivíduos do sexo 

masculino (Santos et al., 2023). Essa diferença entre os sexos se destaca ainda mais quando 
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analisamos a região Norte, onde a leucemia é o 6º tipo de câncer mais frequente entre homens 

e mulheres na estimativa de 2023 (Figura 2) (INCA, 2022). 

Figura 2: Tipos de câncer mais frequentes na região norte do Brasil em 2023, exceto pele não melanoma. 

 
Fonte: INCA, 2022. 

1.1.3 Classificação das leucemias 

As leucemias são classificadas de acordo com dois critérios: quanto à evolução e 

quanto à linhagem afetada, apresentando quatro subtipos principais: Leucemia Mieloide 

Aguda (LMA), Leucemia Mieloide Crônica (LMC), Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) e 

Leucemia Linfocítica Crônica (LLC). Ademais, sabe-se que existem também leucemias de 

fenótipo misto, envolvendo as duas linhagens. Dessas, as leucemias agudas caracterizam-se 

por ter evolução mais rápida e, consequentemente, pior prognóstico (Alexander et al., 2018; 

INCA, 2022). 

A evolução do conhecimento biológico das leucemias agudas trouxe consigo avanços 

concomitantes de suas classificações (Cabral, 2023). A primeira classificação internacional 

foi a do Grupo Franco Americano Britânico (FAB), que em 1970 levou em consideração a 

morfologia celular por análises citoquímicas (Bennett et al., 1976). Já em 1995, o Grupo 

Europeu de Caracterização Imunológica classificou a leucemia por critérios imunológicos, 

através de análises imunofenotípicas (Bene et al., 1995). Na virada do século XXI, em 2001, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) elencou a análise genética como componente da 

investigação leucêmica, introduzindo a citogenética e a biologia molecular na composição da 

classificação das leucemias (WHO, 2001). Tal classificação teve sua última atualização em 

2022, onde a OMS introduziu a era das ―ômicas‖ na classificação, reforçando a necessidade 

da investigação molecular no diagnóstico e manejo da leucemia, levando em consideração a 

história clínica, morfologia celular, imunofenotipagem, citoquímica, citogenética e genética 

molecular (Figura 3) (Alaggio et al., 2023). 
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Figura 3: Evolução do conhecimento biológico das leucemias agudas. 

 
Fonte: Própria autora. 

Dentre os quatro subtipos principais, a LLA é o tipo que afeta principalmente os 

linfoblastos, os precursores de linfócitos B ou T (Duffield; Mullighan; Borowitz, 2023). Sua 

classificação é primeiramente determinada pela morfologia das células afetadas, sendo a de 

células B (LLA-B) a mais frequente, representando de 80 a 85% dos casos (Lejman et al., 

2022); enquanto que a de células T (LLA-T) abrange apenas de 15 a 20% dos casos (Bardelli 

et al., 2021). Além disso, segundo a OMS, a LLA é classificada em 15 subtipos diferentes do 

ponto de vista molecular, sendo 13 referentes à LLA-B e 2 à LLA-T, conforme mostra a 

Tabela 1 (Alaggio et al., 2023). 

Tabela 1: Classificação da OMS de 2022 para Leucemia Linfoblástica Aguda. 

Neoplasias de células B precursoras 

Leucemias/linfomas linfoblásticos de células B 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B, NOS 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com alta hiperploidia 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com hipodiploidia 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com iAMP21 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com fusão BCR::ABL1 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com características semelhantes a BCR::ABL1 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com rearranjo KMT2A 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com fusão ETV6::RUNX1 
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Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com características semelhantes a ETV6::RUNX1 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com fusão TCF3::PBX1 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com fusão IGH::IL3 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com fusão TCF3::HLF 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) B com outras anormalidades genéticas definidas 

Neoplasias de células T precursoras 

Leucemias/linfomas linfoblásticos de células T 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) T, NOS 

Leucemia/linfoma linfoblástico(a) precursor T precoce 

Fonte: Adaptado de Alaggio et al., 2022. 

1.2 LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA 

 Existem dois picos de incidência na LLA, o primeiro acometendo principalmente 

crianças de 2 a 5 anos, podendo se estender até menores de 15 anos e geralmente associada a 

boas taxas de sobrevida (Moorman, 2012; Miranda-Filho et al., 2018); enquanto que o outro 

pico ocorre na faixa etária acima dos 50 anos, correspondendo à 20% dos casos, com taxas de 

sobrevida que variam entre 30 a 40%, visto que há empecilhos para o manejo em pacientes 

idosos, como comorbidades, resistência ao tratamento e recidivas (Paul; Kantarjian; Jabbour, 

2016). No mundo, a neoplasia corresponde a 30% dos cânceres pediátricos (Lejman et al., 

2022), enquanto que no Brasil, dados do último quinquênio revelam que a LLA é o tipo de 

câncer mais comum na faixa etária entre 0 a 19 anos, com 7.726 casos contabilizados, sendo 

20% ocorridos na região Norte (DATASUS, 2023).  

Alguns dos fatores de risco de LLA pediátrica são síndromes genéticas, ancestralidade 

hispânica, exposição à radiação ionizante, exposição pré-natal a teratogênicos e exposição 

tardia do sistema imune a agentes infecciosos (Bispo; Pinheiro; Kobetz, 2020; Marcotte et al., 

2021; Schmidt et al., 2021). Quando se trata de sintomas, por conta do comprometimento da 

capacidade de defesa imunológica e da funcionalidade dos tecidos hematopoiéticos, os 

principais achados são relatos de febre, sangramentos, palidez, infecções frequentes, 

hepatoesplenomegalia e linfadenopatia (Clarke et al., 2016). 
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Por ser uma leucemia aguda, a LLA necessita de um diagnóstico precoce para garantir 

boa sobrevida e prognóstico. A partir da suspeita clínica, a rotina de investigação diagnóstica 

consiste em primeiramente analisar alterações de hemograma, principalmente em casos de 

leucocitose, além da presença de um alto número de blastos em sangue periférico (Smith et 

al., 1996). Em seguida, são conduzidos testes de imunofenotipagem, os quais identificam o 

tipo de célula atingida a partir de proteínas da superfície celular chamadas de CDs (clusters of 

differentiation) (Pacca et al., 2023). Além disso, a cariotipagem e a biologia molecular são 

ferramentas essenciais para identificar as alterações genéticas das células leucêmicas (Harris 

et al., 2019).  

Após a conclusão do diagnóstico, o regime terapêutico aplicado à LLA é composto 

por quatro fases: indução, consolidação, reindução/intensificação e manutenção (Malard & 

Mohty, 2020). Tal esquema utiliza quimioterapia citotóxica com multiagentes, tais como 

glicocorticoides, vincristina, asparaginase, metotrexato e 6-mercaptopurina (Pieters; 

Mullighan; Hunger, 2023). Adicionalmente, o transplante alogênico é uma alternativa 

importante para pacientes de alto risco (Inaba; Mullighan, 2020), além de tratamentos 

emergentes com grande potencial de remissão, como a terapia com células T do receptor de 

antígeno quimérico (CAR-T cell) (Leahy et al., 2022). Atualmente, a utilização de 

biomarcadores genéticos tem sido fundamental para o aprimoramento da conduta terapêutica, 

melhorando o prognóstico e contribuindo para o tratamento personalizado, hoje chamado de 

medicina de precisão. 

1.3 BIOMARCADORES GENÉTICOS NA LLA 

Os biomarcadores genéticos são um dos grandes avanços dos últimos anos na rotina 

do manejo terapêutico da LLA, visto seu impacto clínico, utilizando para este tipo de análise 

de alterações genéticas como cariótipos complexos, translocações, fusões gênicas e mutações 

pontuais/variantes de nucleotídeo único (Inaba; Mullighan, 2020; Duncavage et al., 2022). 

Dentre essas alterações, as aneuploidias são características da LLA, configurando lesões 

oncogênicas iniciais da leucemogênese. Acredita-se que esses defeitos provenientes de falhas 

na segregação mitótica e nos pontos de verificação da divisão celular sejam a causa de 

mutações em supressores tumorais e proto-oncogenes (Molina et al., 2021). A hiperploidia, 

por exemplo, é o tipo mais comum, geralmente conferindo bom prognóstico para o paciente, 

em especial a alta hiperploidia (51 a 57 cromossomos) (Panuciak et al., 2023). Por outro lado, 

ainda dentro das aneuploidias, a amplificação intracromossômica do cromossomo 21 
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(iAMP21) confere um prognóstico intermediário/alto risco, necessitando de quimioterapia 

mais intensiva (Moorman, 2016), correspondendo a 2% dos casos de LLA-B (Rocha et al., 

2022). 

Outro grupo de biomarcadores muito associados à LLA são as fusões gênicas, 

principalmente advindas de translocações cromossômicas ou deleções, as quais têm um 

grande espectro de valor prognóstico. Em relação à LLA-B, a fusão ETV6::RUNX1 

t(12;21)(p13;q22) é a mais frequente, mundialmente, em LLA-B pediátrico, com taxas de 20 a 

25%, sendo associada a um bom prognóstico e com indício de ser uma alteração intrauterina 

(Inaba; Pui, 2021; Rodríguez-Hernández et al., 2021). Essa translocação envolve dois genes 

que codificam fatores de transcrição importantes para o início da cascata hematopoiética: o 

ETS variant transcription factor 6, ETV6, que participa da regulação da diferenciação e 

proliferação celular através de complexos de repressão transcricional (Biwas et al., 2020); e o 

RUNX family transcription factor 1, RUNX1, o qual se junta a uma ampla gama de parceiros 

para promover, geralmente, a ativação transcricional atuante na autorrenovação e 

diferenciação de precursores das células sanguíneas (Lie-a-ling et al., 2020). Quando 

fusionados, os genes codificam uma proteína capaz de impulsionar a autorrenovação e 

sobrevivência em detrimento da perda de diferenciação de precursores B, os quais se tornam 

células pré-leucêmicas à espera de outras alterações secundárias aptas a converter tal quadro 

em leucemia (Sundaresh & Williams, 2017; Kimura & Mulligan, 2020).  

Com um prognóstico intermediário, a fusão TCF3::PBX1 t(1;19)(q23;p13.3) está 

relacionada com a infiltração de células leucêmicas no sistema nervoso central e necessita de 

protocolos terapêuticos intensos (Moorman, 2012). Fisiologicamente, o Transcription factor 

3, TCF3, codifica uma proteína E, que atua como um fator de transcrição da família hélice-

alça-hélice, ativando a transcrição a partir da ligação com sequências E-box nos genes alvos e 

apresentando um papel essencial na linfopoiese B e T (Miyazaki et al., 2020). Com certa 

importância sistêmica, o Pre-B-cell leukemia homeobox transcription factor 1, PBX1, produz 

um fator de transcrição de homeodomínio que, quando dimerizado com os outros membros de 

sua família, conseguem atuar no desenvolvimento e diferenciação de diversos tecidos, desde 

os folhetos germinativos até tecidos completamente diferenciados (Zou et al., 2023). A fusão 

entre os dois genes gera uma proteína com o domínio N-terminal de TCF3 e C-terminal de 

PBX1, a qual atua na transformação maligna de células pré-B a partir da ativação 

transcricional de alvos oncogênicos (Lee et al., 2021; Kimura & Mulligan, 2020). 
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Os prognósticos adversos são associados à fusão BCR::ABL1 t(9;22) (q34;q11) e aos 

rearranjos envolvendo KMT2A, os menos frequentes na LLA-B pediátrica, além de serem 

pacientes que geralmente apresentam resistência à terapia (Ivanov et al., 2023; Meyer et al., 

2023). O gene Breakpoint Cluster Region, BCR, produz uma proteína com papel significante 

na sinalização e divisão celular, e na LLA pode ser encontrado fusionado ao gene ABL proto-

oncogene 1, ABL1, que detém propriedades de tirosina quinase atuante na divisão, adesão e 

diferenciação celular. Essa junção culmina em um cromossomo anormal, popularmente 

denominado de cromossomo Filadélfia (Ph), o qual forma uma oncoproteína BCR::ABL1, 

que na LLA, geralmente é codificada na isoforma p190. Essa proteína quimérica tem a 

atividade de tirosina quinase potencializada de tal forma que não necessita de ativação, 

promovendo um estado de proliferação descontrolada, imortalizada e indiferenciada das 

células B (Komorowski et al., 2020; Leak; Horne; Copland, 2023). Já o gene Lysine 

methyltransferase 2A, KMT2A, pode ser encontrado em rearranjo com mais de 80 parceiros 

genéticos, geralmente no mesmo ponto de interrupção gênica, sugerindo padrões na dinâmica 

de fusão. Apesar da variedade de possibilidade de parceria, os rearranjos que envolvem o 

gene acabam formando complexos proteicos anormais que promovem uma grave 

desregulação epigenética, responsável pela transcrição aberrante de diversos genes, inclusive 

oncogenes que contribuem para a autorrenovação, crescimento e vantagens de sobrevivência 

das células leucêmicas (Winters & Bernt, 2017; Kimura & Mulligan, 2020). 

Por fim, na LLA-T uma das fusões mais conhecidas é a STIL::TAL1, associada a 

mutações em genes importantes como PTEN (Phosphatase and tensin homologue) e CDKN2A 

(Cyclin dependent kinase inhibitor 2A) (Furness et al., 2018). Diferente das fusões 

supracitadas, STIL::TAL1 decorre de uma deleção intersticial submicroscópica (Kimura & 

Mulligan, 2020). O gene STIL centriolar assembly protein, STIL, normalmente codifica uma 

proteína citoplasmática responsável pela verificação do fuso mitótico, implicando em sua 

atuação na segregação cromossômica durante o ciclo celular (Jana, 2021). Já o TAL bHLH 

transcription factor 1, TAL1, é um fator de transcrição com domínio hélice-alça-hélice básico 

multifacetado que participa de processos como organização e diferenciação celular, em 

especial da linfopoiese T, que precisa ser estritamente regulado pois pode apresentar 

atividades oncogênicas (Yui & Rothenberg, 2014). Nesse contexto, a fusão STIL::TAL1 

promove uma ativação descontrolada do fator de transcrição TAL1, uma vez que ele já não 

conta com promotores essenciais para sua regulação, formando um circuito autorregulatório 

positivo que resulta em interrupção da diferenciação, ao passo que aumenta de forma anormal 
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a proliferação e sobrevivência, causando uma expansão clonal de células leucêmicas T (Sanda 

et al., 2012; Hnisz et al., 2016). Além dessas, existem várias outras alterações documentadas 

por diferentes grupos de pesquisa com valor prognóstico associado (Figura 4) (Inaba; Pui, 

2021). 

Em um estudo de análise de sequenciamento de RNA (RNAseq) realizado com 1.988 

casos de LLA-B atendidos no St. Jude Children's Research Hospital foram identificados 23 

subtipos de alterações genéticas, com frequências variantes entre as faixas etárias infantil, 

juvenil, jovens adultos e adultos (Gu et al., 2019). Esse resultado evidencia a complexidade 

da doença e das variações moleculares que podem ser encontradas para além da classificação 

atual da OMS, a qual já assegura que a LLA terá mais estratificações moleculares com o 

passar dos anos, em vista das novas descobertas de biomarcadores (Alaggio et al., 2023).  Por 

isso, é válido notar que apesar de já existirem classificações moleculares bem estabelecidas, 

esse campo continua a ganhar novas categorias com impacto clínico e terapêutico, 

constantemente associadas a um processo intrínseco a toda célula humana: a regulação 

transcricional (Vijayakrishnan et al., 2019).  

Figura 4: Subtipos genéticos de LLA de acordo com o valor prognóstico. 

 

Fonte: Adaptado de Inaba; Pui, 2021. 
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1.4 REGULAÇÃO TRANSCRICIONAL 

A transcrição é um dos processos essenciais para as células eucariontes e procariontes, 

visto que determina a expressão gênica e, consequentemente, a síntese de proteínas, as quais 

são a principal ferramenta para a manutenção do funcionamento celular (Djebali et al., 2012; 

Kopp; Mendell, 2018). Nesse sentido, a célula precisa ter um sistema de regulação eficaz para 

coordenar todas as etapas de replicação, transcrição e tradução. Esses mecanismos incluem a 

ação de fatores de transcrição, interação de proteínas reguladoras e modificações epigenéticas 

(Bylino; Ibragimov; Shidlovskii, 2020). 

Na LLA, alterações nos mecanismos que regulam a atividade transcricional, tais como 

mutações nos fatores de transcrição, produção de proteínas reguladoras truncadas/anormais e 

modificações na disponibilidade do DNA por modificações de histonas, podem culminar na 

ativação ou inibição anormal de genes envolvidos com o crescimento e manutenção celular, 

quebrando a homeostase tecidual e engatilhando mudanças malignas (Inaba; Mullighan, 2020; 

Inaba; Pui, 2021). 

Portanto, compreender como os mecanismos moleculares de regulação transcricional 

são afetados no processo cancerígeno é um ponto fundamental para o avanço no tratamento 

do câncer (Ivanov et al., 2023; Wang et al., 2023). Nesse contexto, dois grupos de proteínas 

estão sendo investigados no estudo da oncologia molecular, devido seus importantes papeis na 

regulação da transcrição: os fatores de transcrição dedo de zinco e histonas metiltransferases, 

que são moduladoras epigenéticas. 

1.4.1 Proteínas dedo de zinco   

Os dedos de zinco (zinc finger, ZNF) formam um amplo grupo de proteínas presentes 

em diversos processos celulares, por isso, podem ser encontradas em vários locais da célula, 

desde a membrana plasmática até o núcleo. Esse grupo recebe essa nomenclatura devido às 

ligações entre os aminoácidos cisteína (C) e histidina (H), as quais são mantidas por íons de 

zinco (Zn), em diversas conformações e são classificadas entre 30 categorias (Gray et al., 

2015; Singh; van Attikum, 2021), podendo uma proteína conter mais de um tipo de ZNF 

(Cassandri et al., 2017). Sendo assim, por meio de diversas combinações de múltiplos 

domínios de dedo de zinco, as ZNFs têm a capacidade de ampliar significativamente sua 

função na regulação genética em diferentes contextos ou em resposta a estímulos celulares 

variados (Swamynathan, 2010; Bu et al., 2021).  



29 
 

Fisiologicamente, as ZNFs atuam em processos atrelados à proliferação, 

diferenciação, autofagia e apoptose celular, através de interações com DNA, RNA, proteínas e 

lipídeos. Essa ação contribui para a homeostase tecidual, uma vez que essas proteínas regulam 

os diferentes tipos de tecido, tais como pele, adipócitos, músculo, entre outros (Chen et al., 

2020; Daher et al., 2020; Rakhra; Rakhra, 2021; Kim et al., 2023). De forma tecido 

específica, as ZNFs podem atuar a nível nuclear, na regulação transcricional e no reparo do 

DNA, assim como a nível citoplasmático, com atividades relacionadas à migração, construção 

de citoesqueleto, degradação proteica e na transdução de sinal (Cassandri et al., 2017; Moison 

et al., 2021; Xiao; Li; Felsenfeld, 2021). Visando essas funções, as ZNFs já são mimetizadas 

na área de engenharia genética com o intuito de promover edições genéticas relacionadas à 

terapia alvo (Carroll, 2011). 

O grande espectro funcional dessas proteínas se deve às diferentes conformações de 

ligação entre C-Zn-H. Dentre os tipos de ZNFs, o grupo clássico C2H2 abriga atualmente 720 

genes codificantes, contendo especialmente fatores de transcrição com um padrão 

conformacional de duas folhas ꞵ e uma α hélice (Zhang et al., 2011), que detêm sequências 

C-x-C-x-H-x-H em tandem, as quais interagem com o DNA de forma direta, reprimindo ou 

potencializando a expressão gênica a partir do reconhecimento de três pares de bases 

específica de uma sequência de DNA relativamente longa (Cassandri et al., 2017). O modelo 

canônico de ligação expõe que os aminoácidos -1, 3 e 6 da ZNF C2H2 reconhecem os três 

primeiros nucleotídeos 5’ na fita molde, enquanto que o aminoácido 2 reconhece o quarto 

nucleotídeo na fita complementar, em uma movimentação à jusante da sequência alvo (Figura 

5) (Fedotova et al., 2017). 

Figura 5: Modelo de reconhecimento de DNA específico do local por domínios de dedo de zinco C2H2. 

 

Fonte: Adaptado de Fedotova et al., 2017. 
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Por outro lado, outras conformações de ZNF estão se destacando recentemente, como 

os domínios Novo Gene Realmente Interessante (RING) e seu papel na ubiquitinização (Han 

et al., 2022; Middleton et al., 2023); o Homeodomínio de Planta (PHD) e a remodelação da 

cromatina (Gaurav; Kutateladze, 2023; Ngwa; Farrukh; Pradel, 2021); e os domínios LIM 

(Lin-ll, Isl-1 e Mec-3) e as interações com o citoesqueleto (Wei; Zhang, 2020; Anderson et al., 

2021).  

A família das ZNFs engloba genes importantes na cascata cancerígena, como 

supressores tumorais e oncogenes (Jen; Wang, 2016). Por conta disso, estudos apontam a 

desregulação da expressão de tais proteínas em todas as fases do processo carcinogênico, 

enfatizando sua contribuição nos processos de proliferação, inibição da apoptose, migração e 

invasão em cânceres sólidos (Brix et al., 2020; Wu et al., 2021; Li et al., 2022b) e 

hematológicos (Liu et al., 2020; Liu; Zhang, 2024). A desregulação das expressões gênicas e 

proteicas de ZNFs no câncer pode ser modulada por diversos mecanismos: estímulos 

ambientais, modificações pós-traducionais, ação de microRNAs e interação com diferentes 

proteínas (Figura 6). Estes fatores resultam em expressão de mRNAs alterada, ativação de 

cascatas de sinalização benéficas para o ambiente tumoral, recrutamento de co-ativadores ou 

co-repressores de transcrição ou modificadores de cromatina, além de promover ligações com 

o DNA de forma a estimular a transcrição de oncogenes/inibir a transcrição de supressores 

tumorais (Cassandri et al., 2017; Jen; Wang, 2016). Isso expõe a versatilidade das proteínas 

ZNFs em atuar em diferentes contextos cancerígenos, reforçando a importância da apuração 

da sua contribuição na dinâmica celular e do entendimento dos mecanismos de ação dessas 

proteínas. 

Figura 6: Várias regulamentações das funções das proteínas ZNF na progressão do câncer. 

 

Fonte: Adaptado de Jen & Wang et al., 2016. 
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1.4.2 Histonas metiltransferases 

A epigenética abrange um conjunto de mecanismos que regulam a expressão gênica 

em nível transcricional por meio de modificações químicas na disponibilidade da cromatina e, 

consequentemente, dos processos de transcrição e tradução (Costa; Pacheco, 2013; Amin et 

al., 2024). Nesse sentido, a metilação das histonas configura uma das modificações pós-

traducionais mais caracterizadas dentre os modelos epigenéticos. As proteínas histonas são 

responsáveis por formar um complexo proteico chamado nucleossomo, o qual é responsável 

por envolver aproximadamente 150 pares de base do DNA em uma unidade de cromatina 

(Onufriev; Schiessel, 2019; Leite et al., 2017). Logo, modificações em suas extremidades N 

ou C-terminais modulam a conformação estrutural do nucleossomo, podendo recrutar efetores 

de ativação ou inibição da expressão gênica (Li et al., 2022c).  

A metilação consiste na transferência de grupos metil para resíduos de arginina ou 

lisina de histonas. Esse processo é mediado pelas histonas metiltransferases (HMTs), um 

amplo grupo de enzimas dividido em duas categorias principais: as histonas lisina 

metiltransferases e as histonas arginina metiltransferases (Tan et al., 2021). O mecanismo 

catalítico das HMTs acontece por três vias: mono, di ou trimetilação (Tammen; Friso; Choi, 

2013). Nessa dinâmica, as HMTs utilizam um cofator chamado S-adenosil metionina (SAM 

ou AdoMet), que atua como doador de grupos metil (Schubert; Blumenthal; Cheng, 2003; 

Sun; Huang; Wei, 2021). 

Dentre os dois tipos de HMTs, as histonas lisina metiltransferases (HKMTs) atuam 

principalmente nas histonas H3 e H4 (Zhao; Allis; Wang, 2021). A propriedade de ligação das 

HKMTs nos resíduos de lisina (K) envolve, na maioria, o domínio SET presente nessas 

enzimas, que é nomeado assim por ter sido descoberto em três HKMTs que deram nome ao 

domínio: Su (var) 3-9, Enhancer of zeste e Trithorax (Guo et al., 2019). Com o auxílio dos 

doadores SAM e de seu domínio SET, as HKMTs adicionam grupos metil em uma molécula 

de ε-amina da cadeia lateral das lisinas K4, K9, K27, K36 e K79 em H3 e K20 em H4 (Janna 

et al., 2020; Koryakov, 2024). Essas diferentes formas de interação resultam em variados 

estímulos de modificação das histonas, por vias cis ou trans, culminando em comportamentos 

como a metilação de H3K4, H3K36 e H3K79, que está relacionada com ativação 

transcricional, em contraste com H3K9, H3K27 e H4K20, que são metiladas com o intuito de 

silenciar a transcrição (Li et al., 2022c). 
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Com tais habilidades regulatórias, as HKMTs desempenham papeis essenciais no 

desenvolvimento, diferenciação celular, resposta a estímulos, organização nuclear e 

manutenção da homeostase de basicamente todos os tecidos do organismo humano (Shi et al., 

2022b; Zhao; Skovgaard; Wang, 2024). Por isso, no processo carcinogênico essas proteínas 

desempenham atividades interligadas à rede de alterações celulares e moleculares, ressaltando 

ainda mais a pluralidade da heterogeneidade tumoral (Watanabe et al., 2008; Curry et al., 

2015; Zhang et al., 2019). Nas leucemias agudas, por exemplo, um dos grandes 

biomarcadores genéticos é o gene KMT2A rearranjado com mais de 100 parceiros gênicos, 

sendo um exemplo clássico de como mutações em metiladores de histonas podem ser 

altamente oncogênicas. Geralmente, fusões gênicas relacionadas com a proteína de fusão de 

KMT2A rearranjado aumentam as taxas de trimetilação H3K4, promovendo a ativação auto-

forçada de oncogenes, como os da família HOX, pelo recrutamento de coativadores 

transcricionais em sua cauda C-terminal, como SEC, H3K79, DOT1L (Figura 7) (Albert; 

Helin, 2010; Zhao; Allis; Wang, 2021). 

Figura 7: Mecanismos carcinogênicos de mutações envolvendo a proteína KMT2A na leucemia. 

 

Fonte: Adaptado de Zhao, Allis, Wang, 2021. 

A magnitude da participação das HMTs no câncer fez com que os avanços nas 

tecnologias voltadas para saúde abordassem o desenvolvimento de moléculas para terapia 

alvo que modulem essas enzimas no ambiente tumoral (Hung et al., 2024; Li et al., 2024), 

inclusive em casos de leucemia (Sawesi et al., 2022). Considerando a grande relevância das 

vias supracitadas na regulação transcricional, uma família de proteínas se destaca por associar 

propriedades de ZNFs e HKMTs: a família de proteínas com domínio PR (PRDM). Essa 

família é conhecida pela capacidade de participar da regulação da transcrição gênica, a partir 

da ligação direta com regiões promotoras, pelo recrutamento de co-fatores transcricionais e 

pela modificação de histonas (Di Tullio et al., 2022). 
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1.5 FAMÍLIA PRDM 

1.5.1 Características estruturais 

A família PRDM é composta por genes que codificam proteínas com uma combinação 

peculiar: um domínio PR na extremidade N-terminal e um ZNFs na direção C-terminal (Fog; 

Galli; Lund, 2012). Essa família possui grande importância para o desenvolvimento de muitos 

invertebrados e vertebrados, com o número de genes variando entre 2 a 19 membros entre as 

espécies (Vervoort et al., 2016). Em humanos, 18 dos 19 membros apresentam combinações 

variáveis entre os dois elementos, com exceção de PRDM11 que detém somente o domínio 

PR (Figura 8) (Clifton et al., 2014; Sorrentino et al., 2018).  

A sigla PR foi dada pelo fato desse domínio ter sido encontrado, pela primeira vez, 

compartilhado entre dois genes, que agora também são da família PRDM: PRDF1 (domínio 

regulador positivo do fator de ligação I 1, agora PRDM1) e RIZ1 (gene 1 do dedo de zinco 

que interage com a proteína do retinoblastoma 1, agora PRDM2) (Huang; Shao; Liu, 1998; 

Fog; Galli; Lund, 2012; Di Tullio et al., 2022). Ademais, as ZNFs codificadas pela família 

PRDM são semelhantes a Krüppel, conferindo a capacidade de se ligar a sequências ricas em 

GC (Swamynathan, 2010). 

Figura 8: Estrutura genética da família de proteínas PRDMs. 

 

Fonte: Adaptado de Di Tullio et al., 2022. 
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O domínio PR detém uma estrutura altamente homóloga ao domínio SET. Acredita-se 

que exista uma justificativa evolutiva por trás dessa semelhança, ou seja, os genes PRDM 

podem ter evoluído da associação entre um gene com domínio SET ancestral e genes 

codificadores de ZNFs, fazendo com que o domínio PR seja considerado um subtipo de SET 

(Figura 9) (Vervoort et al., 2016; Allali-Hassani et al., 2019). 

Figura 9: Árvore filogenética de metiltransferases. 

 

Fonte: Adaptado de Allali-Hassani et al., 2019. 

1.5.2 Características funcionais  

 Por conta das suas peculiaridades estruturais, as proteínas PRDMs atuam como fatores 

transcricionais, seja pela atividade de metiltransferase HKMT conferida pelo domínio PR ou 

pela ligação direta com DNA por conta dos ZNFs (Mzoughi et al., 2016). Dessa forma, as 

proteínas dessa família são ferramentas importantes de regulação da expressão gênica por 

diferentes vias, seja por ligação direta ao DNA ou epigenéticas. Outra maneira das PRDMs 

atuarem em vias epigenéticas, quando não possuem propriedades de HKMTs, é pela interação 

proteína-proteína e o recrutamento de outras enzimas modificadoras de histonas para os 

promotores específicos, a fim de modular a transcrição de genes alvo (Hohenauer; Moore, 

2012).  

Isso ocorre porque, apesar de todas as proteínas PRDMs apresentarem domínio PR, a 

atividade HKMT foi comprovada in vitro apenas para as PRDM2, PRDM7, PRDM9 e 
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PRDM16/PRDM3. Através de estudos cinéticos foi observado que essas PRDMs podem 

mono-, di- ou trimetilar diferentes lisinas da histona 3, onde a PRDM2 atinge a lisina 9 (Kim; 

Geng; Huang, 2003); a PRDM9 atinge as lisinas 4 e 36 (Eram et al., 2014), assim como sua 

homóloga PRDM7 (Blazer et al., 2016); e a PRDM16/PRDM3 atingem as lisinas 4 e 9 

(Pinheiro et al., 2012; Zhou et al., 2016). 

Fisiologicamente, essas proteínas atuam em atividades de desenvolvimento, 

principalmente no desenvolvimento embrionário. No início da embriogênese, por meio de 

redefinições epigenéticas e repressão de genes somáticos, as PRDMs agem na manutenção da 

homeostase de células-tronco, formação de células germinativas primordiais, formação de 

tecidos e órgãos, maturação hematopoiética, desenvolvimento dos sistemas neuronais, entre 

outros (Han; Lin, 2016; Han et al., 2020; Sybirna; Wong; Surani, 2019; Rienzo et al., 2021; 

Lin et al., 2011).  

Conforme o organismo humano vai amadurecendo, os níveis fisiológicos de expressão 

das PRDMs vão sendo regulados negativamente, por isso, é normal que adultos apresentem 

uma baixa expressão das proteínas na maioria dos tecidos. Entretanto, situações patológicas 

podem mudar esse padrão, como o caso do câncer (Ou; Li; Tang, 2018; Rienzo et al., 2021). 

1.5.3 Família PRDM e câncer 

Estudos apontam que os genes PRDM são alvos frequentes de splicing alternativo, 

fenômeno que gera isoformas sem ZNFs ou domínio PR (Di Zazzo et al., 2013). Devido a 

isso, ocorrem falhas na regulação das vias em que as PRDMs atuam, o que pode ser uma das 

alterações que desempenham papeis nas doenças em que os membros da família se envolvem 

(Fumasoni et al., 2007; Sorrentino et al., 2018). Por conta do processo de splicing ou pelo uso 

de diferentes promotores, é comum observar no câncer um comportamento dicotômico na 

família PRDM, onde as duas isoformas principais da maioria das proteínas PRDMs se 

comportam de maneira oposta, uma contendo o domínio PR e outra sem essa estrutura. Os 

relatos apontam que a isoforma contendo PR geralmente atua como supressor tumoral, 

enquanto que a variante sem PR atua como um oncogene (Mzoughi et al., 2016). Sendo 

assim, o silenciamento da isoforma completa (PR-plus) e/ou o aumento de expressão da 

isoforma sem PR (PR-minus) pode alavancar o processo carcinogênico, sobretudo de PRDM1, 

PRDM2, PRDM5, PRDM8, PRDM9, PRDM13, PRDM14 e PRDM16 (Di Zazzo et al., 2013). 
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Além dos fenômenos fisiológicos que podem alterar a estrutura proteica das PRDMs, 

praticamente todos os membros da família já foram associados a deleções, silenciamento 

epigenético, superexpressão ou mutações em geral, em tumores sólidos e malignidades 

hematológicas (Casamassimi et al., 2020). Ao analisar a literatura, é possível encontrar uma 

série de estudos que relatam o impacto de alterações de expressão dos genes e proteínas da 

família PRDM em vários tipos de câncer, além de elencar possíveis vias que são afetadas por 

essa desregulação. 

No geral, as PRDMs são consideradas supressoras tumorais. Por isso, nos cânceres 

sólidos, os genes dessa família, geralmente, são regulados negativamente, a exemplo de 

PRDM1 em cânceres de pulmão (Zhu et al., 2017), glioma (Wang et al., 2013), melanoma 

(Iwanaga et al., 2020) e cólon (Liu et al., 2018a; Kim; Moon, 2021); de PRDM5 em cânceres 

colorretal, gástrico (Watanabe et al., 2007), intestinal (Galli et al., 2014), nasofaríngeo, 

esofágico, hepatocelular (Shu et al., 2011) e cervical (Cheng et al., 2010); de PRDM8 em 

carcinoma hepatocelular (Chen et al., 2018); de PRDM13 em glioma (Zhang et al., 2018); e a 

combinação de PRDM2, PRDM5 e PRDM16 em câncer de pulmão (Tan et al., 2014). 

Paralelamente, outros tipos de tumores apresentam superexpressão dos PRDM, como 

o PRDM1 em câncer de estômago (Hung et al., 2024), mama (Sciortino et al., 2017) e 

pâncreas (Chiou et al., 2017); a isoforma PR-minus de PRDM2, chamada de RIZ2, em 

colorretal (Di Donato et al., 2023) e tumores testiculares (Di Zazzo et al., 2016); o PRDM14 

em mama (Nishikawa et al., 2007); e o PRDM9, superexpresso em 20% de 32 tipos de câncer 

em análises pan-câncer (Houle et al., 2018). 

De forma geral, as alterações nos PRDM são associadas a mau prognóstico, recidiva e 

baixa sobrevida, uma vez que se correlacionam com aumento de proliferação, invasão, 

migração e metástase em cânceres sólidos (Tan et al., 2014; Chen et al., 2018; Zhang et al., 

2018; Di Donato et al., 2023; Hung et al., 2024).  

 Quando se trata de malignidades hematológicas, estudos relativos a linfomas relatam a 

superexpressão de PRDM15 (Mzoughi et al., 2020), enquanto que PRDM1 (Liu et al., 2019) e 

PRDM11 (Fog et al., 2015) são hipoexpressos. Na LMA foram encontrados níveis elevados 

de PRDM5, associado a baixa sobrevida (Zhou et al., 2019). Enquanto que na LLA infantil, 

alterações alélicas já foram relatadas para PRDM9 (Hussin et al., 2013). Adicionalmente, em 

uma análise de 1006 casos de LLA de células precursoras B (LLA-CPB), foi observado que 
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os genes PRDM9 e PRDM15 encontravam-se hipermetilados em casos de KMT2A 

rearranjado, e hipometilados em casos hiperdiplóides, sendo associados com idade inferior a 1 

ano e CD10-, o qual é um marcador importante de blastos leucêmicos em estágio maturativo 

precoce. O PRDM15 hipermetilado também foi correlacionado com casos de TCF3::PBX1 e 

com o grupo de prognóstico de alto risco. Em contrapartida, casos positivos para 

ETV6::RUNX1 apresentaram hipometilação de PRDM15 e hipermetilação de PRDM9 (Vieira, 

2017). Essas variações da modulação da viabilidade de expressão sugerem que os genes 

PRDM provavelmente são parte do grupo de alterações secundárias que auxiliam as alterações 

primárias do processo carcinogênico.  

1.6 PRDM16 

Um dos membros da família PRDM conhecido por suas atividades de histona lisina 

metiltransferase e dedo de zinco, é o gene da proteína 16 com domínio PR, PRDM16, também 

amplamente conhecido como MEL1. O gene está localizado no braço curto do cromossomo 1 

(1q36.32), contando com 17 éxons e codificando a proteína PRDM16F/MEL1F (Figura 10), 

que contém uma combinação de um domínio PR e 10 ZNFs, em um total de 1276 

aminoácidos e 170 kDa (NCBI, 2024; UNIPROT, 2024). Sendo alvo de splicing alternativo, a 

segunda isoforma mais conhecida, e oncogênica, de PRDM16 é a forma PR-minus, chamada 

de PRDM16S/MEL1S, resultado da iniciação da transcrição no éxon 4, uma vez que o 

domínio PR é transcrito entre os éxons 2 e 5. Além disso, o gene codifica uma região de 

ligação proteica C-terminal (CtBP), responsável por intermediar as interações de ambas 

isoformas com outras moléculas (Figura 11) (Pisano et al., 2014). 

Figura 10: Isoforma PRDM16F. 

 
Fonte: Própria autora. Criado no BioRender. 
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Figura 11: Sequência dos domínios das isoformas PRDM16F e PRDM16S. 

 

Fonte: Adaptado de Pisano et al., 2014. 

Assim como todos da família PRDM, o gene PRDM16 codifica uma proteína 

multifuncional, conferindo propriedades singulares para cada domínio expresso (Di Zazzo et 

al., 2013). Sua atividade de ZNF C2H2 faz com que a proteína PRDM16 atue como um fator 

de transcrição, principalmente na supressão transcricional. O melhor exemplo desse fenômeno 

é encontrado na sinalização TGF-β (Transforming growth factor beta), a qual ativa uma vasta 

lista de genes e, portanto, necessita de mecanismos reguladores rigorosos de acordo com a 

necessidade e contexto celular. Isso acontece pela ligação da proteína ao fator de transcrição 

SMAD (Mothers against dpp), diminuindo a afinidade desse complexo à sequência de DNA 

(Hohenauer; Moore, 2012). Resumidamente, TGF-β estimula o complexo de quinases 

transmembranas TβRs que, quando ativado, fosforila as SMADs 2 e 3, as quais se juntam a 

SMAD 4 no núcleo e modulam os genes alvo, a partir da interação com cofatores, tal qual o 

complexo de repressores PRDM16/SKI (Takahata et al., 2009; Hurwitz et al., 2023). 

Sua atividade de HKTM atua sobre as lisinas das histonas 3, especificamente as lisinas 

4 e 9, ativando ou reprimindo, respectivamente, a expressão dos genes alvo (Shull et al., 

2020). Nas análises in vitro e in vivo de Zhou et al. (2016), foi demonstrado que PRDM16 

atua como HKMT na H3K4 de células hematopoiéticas com KMT2A rearranjado, por 

processos de mono e dimetilação, convertendo a histona em H3K4me1 ou H3K4me2, 

respectivamente. A metilação foi capaz de aumentar as marcas de heterocromatina e dificultar 

o acesso à cromatina, o que dificultou a ativação do cluster oncogênico HOXA pelas proteínas 

quiméricas de KMT2A rearranjada. Além disso, essa reação enzimática foi capaz de reprimir 

especificamente a transformação leucêmica induzida por KMT2A mutada, a partir da ativação 

de regiões promotoras de genes como o fator de transcrição hematopoiético GFI1b, esse que 

por sua vez também inibiu a transcrição de HOXA (Homeobox A cluster). Em contrapartida, 

notou-se que a perda do domínio PR e, consequentemente, de sua atividade metiltransferase 

desencadeou um rápido processo leucemogênico, enfatizando que a isoforma PRDM16F atua 

como supressora tumoral para leucemia, enquanto que PRDM16S funciona como um 
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oncogene ligado à agressividade tumoral e transformação leucêmica quando associado com 

mutações em KMT2A, que conferem mau prognóstico na leucemia (Figura 12).  

Figura 12: Interação de PRDM16 como metiltransfase H3K4 em células pré-leucêmicas. 

 

Fonte: Adaptado de Zhou et al., 2016. 

Segundo Pinheiro et al. (2012), a atividade de lisina metiltransferase de PRDM16 

combina-se com a de PRDM3, um parceiro altamente homólogo de PRDM16, em uma 

dinâmica onde a propriedade enzimática das duas proteínas catalisa a monometilação da lisina 

9 de histonas 3 livres no citoplasma, acionando o gatilho de transporte dessas histonas 

H3K9me1 para o ambiente nuclear. No núcleo, as H3K9me1 passam por outro processo de 

metilação, mediado por enzimas associadas à cromatina Suv39h, que se incorporam à 

heterocromatina pericêntrica, convertendo H3K9me1 em uma histona trimetilada: H3K9me3. 

Tal dinâmica parece ser tão essencial para a célula, que o knockdown dessas PRDMs bloqueia 

essa organização da heterocromatina, afetando, inclusive, a estrutura da membrana nuclear 

(Figura 13). 

Figura 13: Dinâmica da atividade de metiltransferase de PRDM3 e PRDM16 e os efeitos do silenciamento dos 

genes. 

 
Fonte: Adaptado de Pinheiro et al., 2012. 
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1.6.1 Propriedades funcionais de PRDM16 

Com base em suas funcionalidades, PRDM16 atua em contextos relacionados à 

atividade dos adipócitos, desenvolvimento de sistemas neurais com funções dependentes de 

aspectos espaço temporais, diferenciação e maturação da cartilagem craniofacial, 

diferenciação na formação vascular arterial e venosa e da estrutura miocárdica (Leszczyński 

et al., 2020 Li et al., 2021; Shull et al., 2022; Ma et al., 2022; Zhou et al., 2023; Thompson et 

al., 2023; Kühnisch et al., 2023).  

Nos tecidos hematopoiéticos, sabe-se que PRDM3 e PRDM16 exercem papeis 

semelhantes, mas não redundantes, visto que a perda de um deles leva a falhas na 

diferenciação e na atividade das células-tronco hematopoiéticas (CTHs) (Matsuo et al., 2015). 

O gene PRDM16 é expresso de forma seletiva por células troncos e progenitoras, sendo um 

regulador crítico da renovação, quiescência, apoptose e diferenciação de CTHs. Dentre os 

genes regulados pela PRDM, podem ser citados RUNX1, PBX1, GATA2 (GATA binding 

protein 2) e TP53 (Tumor protein p53) (Aguilo et al., 2011; Corrigan et al., 2018; 

Gudmundsson et al., 2020). Ademais, o gene está incluso dentro da ―assinatura de 

repovoamento‖ de linhagens de CTHs, principalmente em alças de autorrenovação (Che et al., 

2022).  

1.6.2 Apresentação de PRDM16 no câncer 

Vários estudos já observaram efeitos paradoxais de PRDM16 em diferentes tipos de 

câncer e ainda existem diversas lacunas no entendimento da dinâmica biológica envolvendo o 

gene e suas isoformas. Segundo análises pan-câncer de Sorrentino et al. (2018), PRDM16 foi 

um dos genes mais mutados dentro da família, contando com 514 mutações totais, sendo 257 

com efeito deletério, sugerindo-se ser este o motivo do gene ter sido encontrado regulado 

negativamente na maioria dos 21 tipos tumorais estudados.  

No câncer de próstata, PRDM16 foi encontrado hipoexpresso por regulação de miR-

372-3p, aumentando a proliferação, migração e invasão (Yin et al., 2022). O mesmo padrão 

de expressão foi visto em câncer de mama, onde foi feita associação com modulações de 

expressão de IGSF9 (Immunoglobulin superfamily member 9) e ALDH2 (Aldehyde 

dehydrogenase 2 family member), que estão ligadas à baixa sobrevida e com metástases 

linfonodais (Shi et al., 2022a); e em câncer de pulmão, que se associou com recrutamento de 

células imunes, metástase nodal e mutação de TP53 (Li et al., 2022a). Nos tumores de tireoide 
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(Liu et al., 2021), rins (Kundu et al., 2020) e pâncreas (Hurwitz et al., 2023), foi observado 

que o restabelecimento de expressão do gene inibiu o fenótipo proliferativo das células 

cancerígenas, reforçando a importância de PRDM16 como supressor tumoral. 

1.6.3 Papel de PRDM16 nas malignidades hematológicas 

Por conta de seu papel na modulação dos estágios iniciais de diferenciação 

hematopoiética, o comportamento de PRDM16 é uma questão investigada no estudo de 

malignidades hematológicas. Nesse sentido, sua expressão alterada é relatada principalmente 

em neoplasias como LMA, Síndrome Mielodisplásica (SMD) e LLA-T de adultos.  

O primeiro relato do gene PRDM16 descreveu a descoberta de sua participação na 

translocação (1;3)(p36;q21) em LMA/SMD (Mochizuki et al., 2000). Alguns anos depois, 

descobriu-se que a isoforma PRDM16S era a responsável dessa alteração, a qual foi relatada 

como supressora da diferenciação granulocítica induzida pelo fator estimulador de colônia G-

CSF (Nishikata et al., 2003; Xiao et al., 2006). Um estudo posterior conduzido por Nishikata 

et al. (2011) demonstrou que além da isoforma PRDM16S, mutações na sequência CtBP 

também têm a capacidade de bloquear o processo de diferenciação mediado por G-CSF. 

Apesar de estar presente em leucemias de cariótipo normal, estudos apontam a 

correlação de alterações em PRDM16 com outras anormalidades genéticas e citogenéticas 

características da leucemogênese. Na LMA de adultos, o aumento de expressão de PRDM16 

já foi relacionado com a ocorrência de mutações em DNMT3A (DNA methyltransferase 3 

alpha), NPM1 (Nucleophosmin 1), KMT2A, FLT3 (Fms related receptor tyrosine kinase 3), 

CEBPA (CCAAT enhancer binding protein alpha), HOXB4 (Homeobox B4) e à 

hiperexpressão concomitante de PRDM3 (Yamato et al., 2017; Dao et al., 2021; El-Meligui et 

al., 2022; Xiang et al., 2022). A superexpressão de PRDM16, em conjunto com a perda de 

TP53, induziu o crescimento anormal e imortalização de CTHs em modelo de LMA em 

camundongos, bloqueando a diferenciação mieloide (Shing et al., 2007). Ademais, casos de 

PRDM16 translocado levam à superexpressão do gene, independentemente da proteína 

quimérica resultante, além de ter sido encontrado translocado com genes como ETV6 e IKZF1 

(IKAROS family zinc finger 1) em LMA, SMD e em raros casos linfoides (Duhoux et al., 

2012). Tais pesquisas reforçam que todas essas cooperações fazem com que anormalidades 

relacionadas a PRDM16 tenham predição de mau prognóstico, conferindo baixa sobrevida e 

altas taxas de remissão incompleta em LMA de adultos.  
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Na LMA pediátrica, a superexpressão de PRDM16 se correlacionou com a falha de 

indução primária (Miyamura et al., 2019) e com mutações em UBTF (Upstream binding 

transcription factor), também conferindo mau prognóstico por eventos precoces, como 

recidiva ou remissão incompleta (Kaburagi et al., 2023). Além disso, já foi observada 

superexpressão de PRDM16S por hipometilação de promotor em LLA-T de adultos, 

influenciando a sinalização TGF-β (Yoshida et al., 2004), e na LMA secundária (Matsuo et 

al., 2015). Para mais, um estudo pioneiro identificou importantes alterações no número de 

cópias (CNAs) do gene PRDM16 de pacientes pediátricos com LLA, sugerindo sua 

propriedade oncogênica na leucemogênese linfoide, entretanto, ainda existem lacunas no 

entendimento do papel de PRDM16 nas leucemias linfoides (Batista-Gomes et al., 2020). 

Considerando todos os fatos até então relatados e dada a importância da avaliação de 

biomarcadores do processo carcinogênico, o presente estudo teve como proposta avaliar o 

perfil de expressão gênica de PRDM16 em amostras de pacientes pediátricos recém 

diagnosticados com LLA atendidos em um hospital de referência da cidade de Belém-PA, 

através da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase Quantitativa por Transcriptase Reversa 

(RT-qPCR), correlacionando tal expressão com dados clínico, laboratoriais e moleculares, a 

fim de avaliar sua participação no processo leucemogênico e sua viabilidade como possível 

biomarcador de LLA.  
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2. JUSTIFICATIVA 

As leucemias, em especial as infantis, apresentam a característica inicial do rápido 

acúmulo de alterações genéticas nas células-tronco hematopoiéticas, que dão origem ao 

processo de leucemogênese, por meio do desencadeamento da desregulação das diversas vias 

moleculares (Juliusson; Hough, 2016; Liu et al., 2018b). 

Nesse sentido, anormalidades citogenéticas e moleculares foram identificadas 

desempenhando um papel chave na patogênese da LLA, visando componentes moleculares 

vitais do processo de hematopoese, do ciclo celular, da supressão tumoral e da autorrenovação 

das células-tronco. Os recentes avanços tecnológicos permitiram a caracterização do cenário 

genômico da LLA infantil, incluindo anormalidades na sequência de DNA, como variações de 

nucleotídeo único, pequenas inserções ou deleções e CNAs (Liu et al., 2016). A partir disso, 

as entidades internacionais atualmente estimulam a avaliação de painéis de biomarcadores 

genéticos que possam predizer o prognóstico e auxiliar o manejo do paciente com LLA, 

influenciando, inclusive, no tempo e qualidade do tratamento oncológico (Duffield; 

Mullighan; Borowitz, 2023).  

Alguns dos candidatos a biomarcadores de diversos tipos de câncer são os genes da 

família PRDM, incluindo o PRDM16, que estão envolvidos na regulação da expressão gênica 

com suas atividades intrínsecas de metiltransferases de histonas, por conta de seu domínio PR, 

ou por meio de interações com outras enzimas que modificam a cromatina, além de terem a 

capacidade de interação direta com o DNA por conta de seus ZNFs (Casamassimi et al., 

2020). Sendo assim, esses genes impactam uma ampla gama de processos biológicos, 

incluindo o controle da proliferação e diferenciação celular, progressão do ciclo celular e 

manutenção da homeostase das células imunológicas (Mcglynn et al., 2020). 

No câncer, os genes e proteínas PRDMs são relatados como alterados, por diferentes 

formas e mecanismos (Cassandri et al., 2017). Sabe-se que a isoforma PR-minus do gene 

PRDM16, PRDM16S/MEL1S, associa-se com assinaturas inflamatórias de mau prognóstico, 

relacionadas com o desencadeamento de malignidades hematológicas, como LMA e SMD, 

visto que a proteína PRDM16 fisiologicamente está envolvida com a manutenção das células-

tronco hematopoiéticas (Corrigan et al., 2018). 
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 Um estudo pioneiro conduzido com pacientes pediátricos com LLA em uma coorte da 

Amazônia Brasileira, utilizando principalmente a técnica de Matriz de Hibridização 

Genômica Comparativa (aCGH) validada via Reação Em Cadeia da Polimerase Quantitativa 

(qPCR) para CNA, demonstrou que a deleção de cópias do gene PRDM16 foi associada à 

ausência de translocações cromossômicas, alto risco segundo o National Institute of Cancer 

(NCI), além da tendência à significância com alterações no leucograma. Enquanto isso, a 

amplificação de PRDM16 foi relacionada à presença de translocações, sugerindo que o gene 

possa atuar como um oncogene na LLA (Batista-Gomes et al., 2020).   

Com base nos fatos supracitados, a continuação desta investigação é de suma 

importância para contribuir com a caracterização molecular da LLA pediátrica e fomentar as 

pesquisas envolvendo a família PRDM, especialmente nas malignidades hematológicas. 

Portanto, a pesquisa do perfil de expressão gênica de PRDM16 por meio da técnica de RT-

qPCR em pacientes pediátricos com LLA pode auxiliar na compreensão do envolvimento do 

gene com a biologia desse tipo de câncer e seu valor prognóstico, analisando se a expressão 

desse gene pode predizer a progressão tumoral. 

Desse modo, conhecer os padrões de alteração do PRDM16 pode ser uma boa 

alternativa para a terapêutica da LLA, fazendo com que esse alvo possa ser uma ferramenta 

diagnóstica ou prognóstica para o manejo da doença no futuro, além de chamar a atenção para 

o desenvolvimento de esquemas terapêuticos que possam modular tais alterações no gene, de 

forma a complementar os protocolos bem estabelecidos para LLA. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar o perfil de expressão do gene PRDM16 em amostras de pacientes pediátricos 

com LLA, a fim de caracterizar o seu impacto no processo leucemogênico. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Analisar molecularmente o nível de expressão do gene PRDM16 em pacientes 

pediátricos com LLA; 

b) Investigar se a modulação da expressão do gene PRDM16 na LLA está associada a 

dados clínicos e laboratoriais; 

c) Analisar se a modulação da expressão do gene PRDM16 na LLA está associada a 

subtipos moleculares específicos dos pacientes; 

d) Admitir ou refutar PRDM16 como potencial biomarcador diagnóstico, prognóstico 

e/ou terapêutico na LLA.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 TIPO DE ESTUDO  

O projeto consistiu em uma pesquisa experimental retrospectiva e prospectiva, 

descritiva e transversal, que avaliou a expressão do gene que codifica o fator de transcrição 

PRDM16 em amostras de sangue periférico e/ou medula óssea de 80 pacientes oncológicos 

pediátricos diagnosticados com LLA, atendidos no Hospital Oncológico Infantil Octávio 

Lobo (HOIOL) em Belém do Pará, entre os anos de 2019 e 2024. Optou-se por um estudo 

transversal por ser uma pesquisa exploratória, com tempo limitado para seu término e a boa 

relação custo-benefício deste tipo de estudo. Ainda, o controle negativo foi composto por 8 

amostras de 1 mL de sangue total de pessoas saudáveis entre 10 a 16 anos, isto é, sem doenças 

agudas ou crônicas identificadas até o momento da coleta, e que aceitaram participar da 

pesquisa através da assinatura dos termos. 

4.2 ASPECTOS ÉTICOS E DE BIOSSEGURANÇA 

Todos os dados que estão sendo apresentados neste estudo são respaldados pelas 

Resoluções nº 466/2012 (BRASIL, 2012) e nº 510/16 (BRASIL, 2016) do Conselho Nacional 

de Saúde (CNS), a primeira que discursa, em seu artigo terceiro, acerca dos aspectos éticos da 

pesquisa com seres humanos. Para tal fim, o estudo foi submetido à apreciação do Comitê de 

Ética em Pesquisa do Núcleo de Pesquisa em Oncologia (CEP/NPO) da Universidade Federal 

do Pará (UFPA), sob o Certificado de Apresentação de Apreciação Ética (CAAE) nº 

30307820.7.0000.5634 (Anexo I), indicando que respeitou todas as diretrizes para pesquisa 

envolvendo seres humanos e seus materiais biológicos. 

4.3 LOCAL DE ESTUDO 

O presente estudo envolveu pacientes pediátricos atendidos no Hospital Oncológico 

Infantil Octávio Lobo, localizado no bairro de São Brás na cidade de Belém. HOIOL é uma 

Unidade de Alta Complexidade em Oncologia (UNACON), o qual presta serviços 

relacionados à oncologia pediátrica. Contando, atualmente, com 89 leitos, sendo 79 leitos de 

enfermaria e 10 leitos de UTI pediátrica, o objetivo do hospital é atender a demanda de 144 

municípios paraenses no que diz respeito ao manejo dos principais tipos de câncer que 

acometem a faixa etária de 0 a 19 anos. Portanto, configura um dos maiores serviços de 

oncologia pediátrica da região norte e nordeste do País a qual assiste por ano 
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aproximadamente 805 crianças e adolescentes portadores de câncer infantil (SESPA, 2021; 

SECOM, 2022). 

Já as análises moleculares foram conduzidas no Núcleo de Pesquisas em Oncologia 

(NPO), uma unidade acadêmica instalada nas dependências do Hospital Universitário João de 

Barros Barreto, localizado no bairro do Guamá, na cidade de Belém. Esse centro de pesquisa 

científica e extensão da UFPA investe na pesquisa oncológica, abrangendo um grande 

espectro de linhas de pesquisa, tais como biologia molecular, imunologia, biologia celular, 

bioinformática, dentre outras (UFPA, 2024; NPO, 2024). 

4.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

Foram adotados como critérios de inclusão os dados e amostras de pacientes na faixa 

etária de 0 a 17 anos, atendidos nos serviços de oncologia do HOIOL, de ambos os sexos, os 

quais tenham sido recém diagnosticados com LLA no período de janeiro de 2019 a agosto de 

2024 e que tenham concedido permissão para a participação do estudo e para coleta da 

amostra de sangue periférico e/ou medula óssea, através da assinatura do Termo de 

Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), termo assinado pelos responsáveis (Anexo II).  

Dentro desse seleto grupo, foram excluídos aqueles que já tenham feito uso de 

fármacos quimioterápicos; estejam acometidos por outras neoplasias concomitantemente à 

LLA; abandonaram o tratamento ou foram transferidos para outra unidade oncológica; 

paciente cujo prontuário não foi encontrado ou cuja amostra seja inviável para as análises, e 

aqueles os quais os responsáveis não aceitaram, por qualquer motivação, preencher e assinar o 

TALE, em concordância com a Resolução 466/12. 

4.5 COLETA DE DADOS E AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

4.5.1 Coleta de dados  

 Para investigar os parâmetros clínico-laboratoriais e suas possíveis relações com a 

expressão do gene PRDM16, foi feita a coleta dos seguintes dados, a partir da revisão dos 

prontuários médicos dos pacientes, armazenados no setor de faturamento do HOIOL: 

● Idade ao diagnóstico; 

● Sexo; 
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● Avaliação do primeiro hemograma ao diagnóstico realizado, com contagem inicial de 

leucócitos, hemoglobina e plaquetas, com valores de referência adaptados de Mallick 

et al., (2015), Jaime-Pérez et al. (2019), Khalid et al., (2023); 

● Diagnóstico imunofenotípico da LLA; 

● Grupo de risco segundo o NCI (Smith et al., 1996), considerando: a) alto risco: 

contagem de leucócitos maior que 50 × 10
9
 células /μL, idade de 1 ano ou menos, ou 

idade igual ou superior a 10 anos; e b) risco padrão: contagem de leucócitos de 50 × 

10
9
 células/μL ou menos, ou entre 1 e 10 anos de idade. Os pacientes com BCR::ABL1 

ou KMT2A::AFF1 também foram atribuídos ao grupo de alto risco. 

Todas as informações foram compiladas em um banco de dados, o qual foi um dos 

objetos deste estudo.  

4.5.2 Coleta de amostras biológicas 

Para avaliar a presença de fusões gênicas e proceder com a análise da expressão 

gênica de PRDM16, o sangue periférico e/ou medula óssea dos pacientes foi coletado através 

de punção venosa e/ou aspirado medular, no HOIOL. Imediatamente após a chegada do 

material biológico no NPO, foi feito o processamento inicial das amostras, o qual consiste na 

homogeneização de 250μL de sangue total e/ou medula óssea para 1 mL de TRIzol Reagent®, 

alocados em microtubo estéril de 1,5 mL e armazenados à temperatura de -80ºC (Figura 14), 

para posterior processamento. 

Figura 14: Esquema do processamento inicial da amostra. 

 

Fonte: Própria autora. Criado no BioRender. 
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4.6 EXTRAÇÃO DE RNA 

O primeiro procedimento empregado nas amostras foi a extração de RNA pelo TRIzol 

Reagent® Solution da marca Applied Biosystems™ – reagente usualmente empregado para o 

isolamento de RNA, DNA e proteínas de amostras biológicas –, aplicando um protocolo in 

house (Figura 15) estabelecido pelo laboratório de biologia molecular do Hospital Ophir 

Loyola, composto por 5 fases: lise celular, isolamento, precipitação, secagem e ressuspensão. 

Após a finalização da extração, as amostras foram armazenadas à temperatura de -80ºC. 

Figura 15: Esquema da extração de RNA. 

 

Fonte: Própria autora. Criado no BioRender. 

4.7 ANÁLISE DE QUANTIFICAÇÃO E INTEGRIDADE DE RNA 

A quantificação de RNA das amostras foi o próximo passo, sendo essencial para 

verificar se há uma concentração adequada do material a ser usado nas análises do projeto. A 

análise se deu por meio da metodologia de espectrofotometria, sendo realizada no 

equipamento Nanodrop® ND-1000 Spectrophotometer. Adicionalmente, foi feita a avaliação 

das relações de pureza, tais como a taxa de fração 260/280, indicativa da concentração de 

proteínas, e a taxa de fração 260/230, referente a contaminantes químicos (Figura 16).  

Além disso, foi feita a análise de integridade das amostras de RNA, a fim de assegurar 

a qualidade do material e evitar resultados equivocados devido à degradação da amostra, 

através do método de eletroforese em gel de agarose (1%), corado com Sybr safe DNA Gel 

Stain da marca Life Technologies. Duas bandas correspondentes ao RNAs ribossomais, 18S e 

28S, foram visualizadas no Safe Imager™ 2.0 Blue Light Transilluminator da marca 

Invitrogen/Life Technologies (Figura 16).  
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Durante todo o manuseio do material genético, foi reforçada sua manipulação em 

baixa temperatura e seu posterior armazenamento a -80ºC. Quando necessário, as amostras 

foram diluídas com água nuclease free (H2O NF) na concentração padronizada de 20 ng/μL. 

Figura 16: Esquema de análise de qualidade do RNA extraído. 

 

Fonte: Própria autora. Criado no BioRender. 

4.8 TRANSCRIÇÃO REVERSA DO RNA EM cDNA 

O RNA com qualidade confirmada foi, então, convertido a DNA complementar 

(cDNA) pelo uso do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription® da marca Applied 

Biosystems™ de acordo com o manual do fabricante. O kit se vale do método contendo a 

enzima transcriptase reversa e iniciadores aleatórios para a síntese da fita simples de DNA, a 

partir das moléculas de RNA presentes na amostra. O cDNA convertido foi armazenado a 

temperatura de -20ºC até o momento de uso para as análises posteriores (Figura 17). 

A ciclagem foi realizada no termociclador 2720 Thermal Cycler da marca Applied 

Biosystems™, de acordo com os seguintes parâmetros: 25ºC por 10 minutos, 37ºC por 60 

minutos, 37ºC por 60 minutos e 85ºC por 5 minutos. 
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Figura 17: Esquema de conversão de RNA em cDNA. 

 

Fonte: Própria autora. Criado no BioRender. 

4.9 ANÁLISE DE FUSÕES GÊNICAS PARA LLA 

Para a análise de fusões gênicas, o cDNA que foi obtido pela reação de transcrição 

reversa foi utilizado para amplificação em duas ciclagens independentes e consecutivas de 

alvos moleculares através da técnica de Nested RT-PCR (Figura 18), com o kit GoTaq® 

Colorless Master Mix da marca Promega
TM

, conforme instruções do protocolo. A 

metodologia da Nested RT-PCR é uma variação que visa aumentar a especificidade de 

amplificação utilizando dois conjuntos de primers diferentes em cada reação (Goode et al., 

2002). Para essa técnica foram utilizados conjuntos de primers desenhados para as fusões 

BCR::AL1, TCF3::PBX1, KMT2A::AFF1, ETV6::RUNX1 e STIL::TAL1, de acordo com as 

sequências fornecidas por Van Dongen et al. (1999), considerando adaptações de protocolo 

com intuito de, possivelmente, otimizar os ensaios. É importante salientar que tais adaptações 

foram feitas como resultado de análises de qualidade dos pares de primers, tais como hairpin, 

primer dimer, utilizando a plataforma online Oligo Analyzer; além das análises de BLAT e 

BLAST. Os primers utilizados estão apresentados na Tabela 2. Para controle de reação, todos 

os pacientes terão, concomitantemente, a realização de RT-PCR de dois genes referência: 

GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e HPRT (hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase).  
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Tabela 2: Sequência de primers das 5 principais fusões gênicas documentadas em LLA. Desenhos fornecidos 

por Van Dongen et al. (1999). 

Gene Primers 1ª etapa 

(5’-3’) 

Amplificado 

(bp)* 

Primers 2ª etapa 

(5’-3’) 

Amplificado 

(bp)* 

BCR GACTGCAGCTCC

AATGAGAAC 

347-521 CAGAACTCGCAA

CAGTCCTTC 

381-207 

ABL1 GTTTGGGCTTCA

CACCATTCC 

TTCCCCATTGTGA

TTATAGCCTA 

TCF3 CACCAGCCTCAT

GCACAAC 

373-400 CACCCTCCCTGA

CCTGTCT 

289-316 

PBX1 TCGCAGGAGATT

CATCACG 

GGCCTGCTCGTA

TTTCTCC 

KMT2A CCGCCTCAGCCA

CCTAC 

184-673 AGGACCGCCAAG

AAAAGA 

127-616 

AFF1 TGTCACTGAGCT

GAAGGTCG 

CGTTCCTTGCTGA

GAATTTG 

ETV6 TGCACCCTCTGA

TCCTGAAC 

259-298 AAGCCCATCAAC

CTCTCTCATC 

181-142 

RUNX1 AACGCCTCGCTC

ATCTTGC 

TGGAAGGCGGCG

TGAAGC 

STIL TCCCGCTCCTACC

CTGCAA 

215-455 
NA* 

111-351 

TAL1 CGCGCCCAGTTC

GATGAC 

CCGCGTCCCGTC

CCTCTA 

GAPDH** TCAGTGGTGGAC

CTGACCTG 

88 

NA NA 

GAPDH***  TGCTGTAGCCAA

ATTCGTTG 

HPRT** GTTGGATATAAG

CCAGACTTTGTT 

164 

HPRT*** ACTCAACTTGAA

CTCTCATCTTAGG

C 

* Tamanho (bp - pares de bases) considerando as possíveis isoformas abrangidas pelos primers.** Primer 

forward. *** Primer reverse. NA: não se aplica. NA** A fusão STIL-TAL1 não apresenta primer específico para 

STIL na 2ª etapa da Nested RT-PCR, logo, a testagem é feita utilizando o mesmo primer da 1ª etapa. Fonte: 

Própria autora. 
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A ciclagem foi realizada no termociclador 2720 Thermal Cycler da marca Applied 

Biosystems™, de acordo com os seguintes parâmetros: para os genes referência a 

amplificação iniciou-se com desnaturação a 95ºC por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de 94ºC 

por 2 minutos, 60ºC por 1 minuto e 70ºC por 2 minutos, com a etapa final a 70ºC por 30 

minutos; já para as fusões gênicas, a desnaturação iniciou-se a 95ºC por 3 minutos, seguida de 

35 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 65ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 minuto, com a etapa 

final a 72ºC por 5 minutos (Figura 18). 

 

Figura 18: Esquema da testagem de fusões gênicas por Nested PCR. 

 

Fonte: Própria autora. Criado no BioRender. 

Após as reações, os amplificados foram confrontados com um marcador de peso 

molecular por eletroforese em gel de agarose (1,5%), corado com Sybr safe DNA Gel Stain da 

marca Life Technologies e visualizados em Safe Imager™ 2.0 Blue Light Transilluminator da 

marca Invitrogen / Life Technologies.  
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4.10 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DO GENE PRDM16 

A RT-qPCR foi o método escolhido para a avaliação de PRDM16, pois permite a 

visualização, análise e quantificação da expressão gênica, a partir do cDNA convertido, 

usando um software, os quais configuram os parâmetros de interesse deste estudo. Foram 

aplicadas sondas TaqMan®, projetadas para aumentar a especificidade da PCR quantitativa, e 

o kit TaqMan® Gene Expression Master Mix, ambos da marca Applied Biosystems®/Life 

Technologies (Figura 20).  

O princípio TaqMan® utiliza uma sonda de hidrólise fluorescente para possibilitar a 

detecção de um produto específico da PCR conforme esse se acumula durante os ciclos da 

reação. Para tanto, foi utilizado o equipamento 7500 Real-Time PCR System, da marca 

Applied Biosystems®. Com a finalidade de padronizar e normalizar os dados do ensaio, foram 

utilizados dois genes de referência, ACTB (Actin beta) e ABL1, os quais foram anteriormente 

elencados como bons genes normalizadores para análise via RT-qPCR de LLA pediátrica 

(Pessoa et al., 2024). A normalização dos dados é uma ferramenta imprescindível na análise 

de expressão gênica, uma vez que os níveis de mRNA dos genes de interesse precisam ser 

confrontados com uma fonte estável, abundante e tecido-específica, tal qual os genes de 

referência, possibilitando, enfim, a identificação de alterações de expressão (Bustin et al., 

2009). A referência dos ensaios TaqMan® para PRDM16, ACTB e ABL1 estão listados na 

Tabela 3. Ademais, todas as amostras foram avaliadas em triplicata, contando também com 

controles negativos (NTC), a fim de assegurar a esterilidade da reação. 

Tabela 3: Informações das sondas TaqMan® para PRDM16, ACTB e ABL1. 

Gene Sequência nucleotídica (5’-

3’) 

Tamanho 

(bp) 

Posição Éxon Referência do 

ensaio 

PRDM16 GAACAGAGAAACGGGC

GGACATGCA 

25 3329-

3353* 

14 Hs00223161_m1 

ACTB CCCAGGCACCAGGGCGT

GATGGTGG 

25 196-

220** 

3 Hs01060665_g1 

ABL1 GCGAGCATGTTGGCAGT

GGAATCCC 

25 1609-

1633*** 

9 Hs01104728_m1 

*Baseado na sequência NM_022114.4 do GenBank. **Baseado na sequência NM_001101.5 do 

GenBank.***Baseado na sequência NM_005157.6 do GenBank. Fonte: Própria autora. 

https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00223161_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01060665_g1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01104728_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_022114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001101
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005157
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O protocolo de amplificação seguiu o seguinte padrão: a desnaturação a 95ºC por 10 

min, seguida por 40 ciclos de 95ºC por 15s e 60ºC por 1 min (Figura 19).  

Figura 19: Esquema da testagem de expressão do gene PRDM16. 

 

Fonte: Própria autora. Criado no BioRender. 

4.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os resultados foram organizados em planilhas no programa Microsoft Excel. Os 

dados clínico-laboratoriais e moleculares qualitativos passaram por cálculo de porcentagem, a 

partir de categorias. Já os dados quantitativos passaram por estatística descritiva, utilizando 

medidas de tendência central (média, mediana, máximo e mínimo) e de variabilidade (desvio 

padrão).   

Para os dados de expressão gênica, foi utilizado o método de Ct (cycle threshold) 

comparativo para calcular a quantificação relativa.  Em síntese, o Ct de cada amostra foi 

determinado, e posteriormente foi obtida uma média entre as triplicatas. Em seguida, foi 

calculado o ΔCt, que representa a diferença limiar no número de ciclos entre o gene alvo e a 

média do número de ciclos entre os genes referência (ΔCt = Média do Ct das triplicatas da 

amostra - Média de Ct dos endógenos); e, posteriormente, o ΔΔCt, que representa a diferença 

entre o ΔCt de cada amostra do grupo de pacientes e a média de ΔCt do grupo controle (ΔΔCt 

= ΔCt da amostra - Média de ΔCt do grupo controle). Em seguida, foi calculado o 2
−(ΔΔCt)

, 

correspondente ao respectivo fold change (FC) entre amostras com diferentes características 
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clínicas, laboratoriais e moleculares, o qual representa uma medida de mudança relativa na 

expressão de um gene entre condições diferentes (Livak; Schmittgen, 2001).  

Os dados do gene PRDM16 em conjunto com os genes de referência selecionados, por 

tratarem-se de variáveis contínuas, foram avaliados primeiramente pelos testes estatísticos de 

normalidade Shapiro-Wilk e D’Agostino-Pearson. Assumindo a normalidade da distribuição e 

de acordo com as diferenças de variâncias para cada agrupamento de dados, foram utilizados 

os testes T de Student ou T de Welch, para analisar a diferença entre os níveis de expressão 

global de pacientes e controles saudáveis. 

Foram feitas comparações entre as amostras, de acordo com as curvas da RT-qPCR e 

as características clínicas, laboratoriais e moleculares dos pacientes, de modo a checar as 

diferenças evidenciadas nas análises com o gene de interesse em detrimento dos genes de 

referência. Para comparar os valores de FC entre as variáveis categóricas, foram aplicados os 

testes de Shapiro-Wilk e D’Agostino-Pearson, concluindo que a distribuição era não-

paramétrica. Por conta disso, nesse tipo de análise foram aplicados os testes de U de Mann-

Whitney ou Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn, quando necessário. O mesmo 

procedimento foi feito ao comparar os níveis de expressão com variáveis contínuas, onde foi 

possível perceber alguns agrupamentos amostrais paramétricos e outros não-paramétricos, 

portanto, foram utilizados os testes T de Student e U de Mann-Whitney, quando aplicável. 

Além disso, o teste de Qui-Quadrado ou Exato de Fisher foram empregados para análise de 

associações somente entre as variáveis categóricas, sendo as significativas mensuradas por 

Odds Ratio (OR), com correção de Haldane-Anscombe quando necessário. Foi feito, também, 

um teste de correlação de Spearman, entre FC e as demais variáveis.  

Ademais, foi realizada a análise da curva Receiver Operating Characteristic (ROC), a 

fim de avaliar a capacidade discriminativa de PRDM16 para ser utilizado como um 

biomarcador. A curva ROC foi gerada a partir dos dados coletados, e a área sob a curva 

(AUC) foi calculada para quantificar o desempenho como um biomarcador. 

A significância estatística adotada foi de p ≤ 0,05, com intervalo de confiança (IC) de 

95%. Os testes estatísticos bem como os gráficos foram realizados na plataforma Endogene 

Analyzer (Teixeira et al., 2024) e nos softwares PSPP versão 1.2, Jamovi 2.3 e Bioestat 5.3. 
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4.12 ANÁLISE DE RISCOS E BENEFÍCIOS 

Por se tratar de uma pesquisa experimental conduzida em seres humanos, é inevitável 

elencar riscos. Sabendo disso, a pesquisa foi conduzida obedecendo aos preceitos éticos que 

objetivam prevenir tais acontecimentos, tais como: coleta de dados somente após aprovação 

do estudo pelo CEP/NPO e assinatura do TALE; não identificação dos pacientes e seus 

responsáveis durante todo o período da pesquisa, a fim de evitar a quebra de sigilo; e o 

controle dos dados da pesquisa através da checagem periódica das planilhas, assim como o 

tratamento deles em software de referência, com a finalidade de evitar a exposição de 

resultados inconsistentes. 

Ademais, projeta-se que o presente estudo contribuirá de maneira efetiva para a 

população estudada, uma vez que consiste em um importante passo no auxílio da intervenção 

médica para os casos de LLA pediátrica com alterações moleculares ainda não estabelecidas. 

Além disso, a equipe de pesquisa foi beneficiada com um novo acervo de conhecimento 

acerca de novos candidatos a biomarcadores genéticos para LLA, contribuindo para a 

atualização da comunidade científica interessada no tema. Tais resultados poderão esclarecer 

a hipótese levantada de que existe relação entre modulações do gene PRDM16 com a clínica 

dos pacientes pediátricos com LLA. 
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5. RESULTADOS  

5.1 DADOS CLÍNICOS, LABORATORIAIS E MOLECULARES 

O grupo amostral composto por 80 pacientes recém-diagnosticados com LLA 

apresentou predominância do subtipo B (86,25%), em detrimento do subtipo de células T 

(13,75%). Das amostras investigadas, 62,5% eram de sangue periférico e 37,5% de medula 

óssea. A maioria dos pacientes era do sexo masculino (62,5%), enquanto que a faixa etária 

prevalente foi a de 2 a 9 anos (66,25%), com média de 6,85±4,34 e mediana de 6 anos (Tabela 

4). 

Tabela 4: Dados clínicos dos pacientes com LLA. 

Dados clínicos (n = 80) N % 

Tipo de LLA 

LLA-B 69 86,25 

LLA-T 11 13,75 

Tipo de amostra 

Sangue Periférico 50 62,5 

Medula Óssea 30 37,5 

Sexo 

Masculino  50 62,5 

Feminino 30 37,5 

Idade (anos) 

0 A 1 5 6,25 

2 A 9 53 66,25 

≥10 22 27,5 

Média ± Desvio Padrão 6,85±4,34  

Mediana 6  

Mínimo 0  

Máximo 17  

Fonte: Própria autora. 

Em relação aos aspectos laboratoriais, foi possível observar que a maioria dos 

pacientes apresentavam alterações no primeiro hemograma (Tabela 5). Quadros de leucopenia 

(42,5%) foram os mais frequente, seguidos de quadros de leucocitose (35%) e, por fim, 

contagem dentro da faixa regular de leucócitos (22,5%), com média de 38.317±87.796 e 

mediana de 7.290 leucócitos. Houve predominância de quadros de anemia (66,25%), em 

relação a quadros de dosagem normal de hemoglobina (33,75%), com média de 9,18±1,81 e 

mediana de 9. A maioria dos pacientes enfrentava quadros de plaquetopenia (66,25%), 
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enquanto que 25% obtiveram uma contagem normalizada de plaquetas e 8,75% apresentavam 

quadros de trombocitose, com média de 183.262±380.810 e mediana de 75.000. No que 

concerne ao grupo de risco segundo o NCI, houve prevalência de casos de risco padrão 

(65%). 

Tabela 5: Dados laboratoriais dos pacientes com LLA. 

Dados laboratoriais (n = 80) N % 

Leucócitos 

<5.000 (Leucopenia) 34 42,5 

5.000 A 15.000 18 22,5 

>15.000 (Leucocitose) 28 35 

Média ± Desvio Padrão 38.317±87.796  

Mediana 7.290  

Mínimo 750  

Máximo 531.300  

Hemoglobina 

≥10  27 33,75 

<10 (Anemia) 53 66,25 

Média ± Desvio Padrão 9,18±1,81  

Mediana 9  

Mínimo 5,2  

Máximo 12,8  

Plaquetas 

<150.000 (Plaquetopenia) 53 66,25 

150.000 A 400.000 20 25 

>400.000 (Tromcitose) 7 8,75 

Média ± Desvio Padrão 183.262±380.810  

Mediana 75.000  

Mínimo 7.000  

Máximo 3.190.000  

Grupo de risco 

Risco padrão 52 65 

Alto risco 28 35 

Fonte: Própria autora. 

 No que diz respeito aos dados moleculares, constatou-se a presença de fusão gênica 

em 46,25% dos pacientes (Tabela 6). Desse total, houve a prevalência da fusão 

ETV6::RUNX1, a qual correspondeu a 26,25% dos casos, seguida de 13,75% de casos de 

TCF3::PBX1, 3,75% de BCR::ABL1, 1,25% de KMT2A::AFF1 e 1,25% de STIL::TAL1. 
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Tabela 6: Dados moleculares dos pacientes com LLA. 

Dados moleculares (n = 80) N % 

Fusões gênicas 

Ausência 43 53,75 

Presença 37 46,25 

Tipo de fusão gênica 

BCR::ABL1 3 3,75 

TCF3::PBX1 11 13,75 

KMT2A::AFF1 1 1,25 

ETV6::RUNX1 21 26,25 

STIL::TAL1 1 1,25 

Fonte: Própria autora. 

5.2 EXPRESSÃO DIFERENCIAL DE PRDM16 

Acerca das análises da expressão do gene PRDM16, dos 80 casos estudados, 71 

apresentaram níveis de expressão detectáveis (88,75%), ao passo que 9 casos não apontaram 

nenhum tipo de expressão do gene em questão (11,25%), portanto, foram considerados como 

eventos de silenciamento gênico. Dos 71 casos onde o PRDM16 foi expresso, 62 eram de 

LLA-B e 9 de LLA-T. Já dos 9 casos de PRDM16 silenciado, 7 eram do tipo B e 2 do tipo T 

(Tabela 7).  

Tabela 7: Perfil de expressão do gene PRDM16 nos pacientes com LLA. 

Perfil de expressão de PRDM16 (n = 80) N % 

 LLA-B LLA-T  

PRDM16 expresso 62 9 88,75 

PRDM16 silenciado 7 2 11,25 

Fonte: Própria autora. 

Os dados dos 71 pacientes com expressão de PRDM16, juntamente com os dados de 

expressão dos 8 voluntários saudáveis que atuaram como o grupo controle no estudo, 

passaram pela análise de genes referência da ferramenta online Endogene Analyzer, onde foi 

possível perceber que ACTB se comportou como um bom gene referência (p=0,121), ao passo 

que ABL1 variou de forma significativa entre as amostras (p=0,012). Apesar disso, os dois 

genes continuaram sendo utilizados em conjunto na normalização de dados, uma vez que as 

diretrizes de ―Informações Mínimas para Publicação de Experimentos Quantitativos de PCR 

em Tempo Real‖ (MIQE) (Bustin et al., 2009) definem o número mínimo de genes referência 

como dois. 
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No que diz respeito à análise comparativa de Ct, observou-se que a média do ΔCt do 

grupo controle foi de 13,43±0,75 ciclos, maior do que a dos pacientes com LLA, que foi de 

12,02±2,54 ciclos (Tabela 8). Ao analisar mais a fundo os subtipos de LLA, percebeu-se que a 

média do ΔCt dos casos de LLA-T (ΔCt = 8,83±1,03) foi menor que a média de LLA-B (ΔCt 

= 12,48±2,36). Tais variações tornaram-se ainda mais perceptíveis ao analisar a média de fold 

change (FC) entre os grupos, em que o grupo de casos LLA-T obteve a maior média (FC = 

36,01±26,15), seguida do grupo LLA geral (FC = 10,21±16,6) e, por fim, o grupo de LLA-B 

(FC = 6,46±10,74). 

Tabela 8: Análise de Ct comparativo e fold change da expressão de PRDM16 nos pacientes com LLA. 

Grupos ΔCt p 

 Média ± Desvio Padrão Mediana  

Controle (n = 8) 13,43 ± 0,75 13,67  

LLA (n = 71) 12,02 ± 2,54 11,80 0,001
a 

LLA-B (n = 62) 12,48 ± 2,36 12,28 0,024
a 

LLA-T (n = 9) 8,83 ± 1,03 8,58 0,000
b 

Grupos Fold Change (2
−(ΔΔCt)

)  

 Média ± Desvio Padrão Mediana  

LLA 10,21 ± 16,6 3,66  

LLA-B 6,46 ± 10,74 2,62  

LLA-T 36,01 ± 26,15 34,06  

a
p valor significativo, teste T de Welch; 

b
p valor significativo, teste T de Student. Fonte: Própria autora. 

Ao avaliar a expressão diferencial global de PRDM16 entre o grupo LLA e o grupo 

controle, percebeu-se um aumento de expressão do gene de forma estatisticamente 

significativa (p = 0,001) no grupo LLA (Figura 20). 

Assim como demonstrado nas análises descritivas anteriores, também foi encontrada 

diferença significativa quando comparadas as expressões entre o grupo controle e os subtipos 

LLA-B (p = 0,024) e LLA-T (p = 0,000), sugerindo a superexpressão de PRDM16 nos casos 

de leucemia, principalmente na LLA-T, como demonstra a figura 21. 
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Figura 20: Expressão diferencial de PRDM16 entre grupo LLA e grupo controle. 

 

Teste T de Welch. LLA n = 71. Controle n = 8. Fonte: Própria autora. Gerado no Endogene Analyzer. 

Figura 21: Expressão diferencial de PRDM16 entre grupo controle e casos de LLA-B e LLA-T. 

 

Testes T de Welch (Controle x LLA-B) e T de Student (Controle x LLA-T). LLA-B n = 62. LLA-T n = 9. 

Controle n = 8). Fonte: Própria autora. Gerado no Endogene Analyzer. 



63 
 

5.3 EXPRESSÃO DE PRDM16 vs. DADOS CLÍNICOS, LABORATORIAIS E 

MOLECULARES 

Ao investigar a comparação de médias de FC de PRDM16 entre os dados clínicos, 

laboratoriais e moleculares, foi observado mais uma vez que o aumento significativo de 

expressão de PRDM16 ocorreu em maior proporção em casos de LLA-T (p < 0,001), o qual 

também demonstrou ter correlação moderadamente positiva com o FC (p < 0,001; Rho de 

Spearman = 0,514). Além desse achado, houve diferença significativa entre as médias de FCs 

das categorias de contagem plaquetária (p = 0,025), em que a menor média foi associada aos 

casos de trombocitose (p = 0,05), quando comparado com a taxa normal, demonstrando 

correlação moderadamente negativa (p = 0,027; Rho de Spearman = -0,461). Ademais, é 

interessante notar que, apesar da não significância estatística, algumas categorias 

apresentaram certa tendência à significância, como maior média de FC em sangue periférico 

(p = 0,053) e menor média na presença da fusão ETV6::RUNX1 (p = 0,051) (Tabela 9). 

Além da análise entre médias de FC, o estudo promoveu também a avaliação de 

associação entre variáveis categóricas (Tabela 9). Nesse sentido, para confrontar os dados de 

expressão de PRDM16 com as variáveis categóricas presentes no estudo, optou-se por 

categorizar os casos de LLA em dois grupos: amostras com FC inferior à mediana global 

(3,66) e amostras com valor igual ou superior ao da mediana. Dessa forma, foi possível 

avaliar se o grau de hiperexpressão de PRDM16 poderia se associar a algum aspecto estudado. 

Nessa análise, a maioria das associações não apresentou significância. Entretanto, novamente 

foi encontrada diferença estatística entre os tipos de LLA, com predominância de alto grau de 

hiperexpressão do gene em casos de LLA-T (p = 0,002; OR = 26,2; IC = 1,46 - 470) (Figura 

22). Além disso, foi possível notar certa tendência à significância na associação com a 

contagem de plaquetas (p = 0,059).  
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Tabela 9: Análises de médias de FC, correlação e associação dos dados clínicos, laboratoriais e moleculares 

com os níveis de expressão de PRDM16. 

Dados clínicos, 

laboratoriais e 

moleculares (n = 71) 

FC p Correlação Expressão de 

PRDM16 

p 

 <3,66 ≥3,6

6 

 

Tipo de LLA 

LLA-B 6,47 <0,001
a 

<0,001
f 35 27 0,002

g
 

LLA-T 36,0 0 9 

Tipo de amostra 

Sangue Periférico 12,6 0,053 0,052 19 24 0,286 

Medula Óssea 6,57 16 12 

Sexo 

Masculino 12,5 0,219 0,219 21 24 0,560 

Feminino 6,25 14 12 

Idade (anos)     

0 A 1 4,91 0,684 0,522 2 3 0,911 

2 A 9 9,08 23 23 

≥10 14,11 10 10 

Leucócitos     

<5.000 (Leucopenia) 10,98 0,958 0,897 13 17 0,571 

5.000 A 15.000 8,29 9 6 

>15.000 (Leucocitose) 10,42 13 13 

Hemoglobina     

≥10  8,74 0,484 0,484 13 10 0,399 

<10 (Anemia) 10,9 22 26 

Plaquetas     

<150.000 (Plaquetopenia) 8,37 0,025
b 

ns
c
 

ns
d
 

< 0,05
e 

0,027
f 26 22 0,059 

150.000 A 400.000 17,04 5 13 

>400.000 (Trombocitose) 3,21 4 1 

Grupo de risco     

Risco padrão 6,99 0,071 0,069 20 19 0,712 

Alto risco 14,1 15 17 

Fusões gênicas     

Ausência 12 0,092 0,091 15 20 0,285 

Presença 8,51 20 16 

BCR::ABL1     

Ausência 10,5 0,797 0,788 34 34 0,572 

Presença 3,74 1 2 

TCF3::PBX1     
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Ausência 9,65 0,943 0,937 28 32 0,301 

Presença 13,30 7 4 

KMT2A::AFF1 

Ausência 10,3 0,294 0,286 34 36 0,307 

Presença 0,59 1 0 

ETV6::RUNX1     

Ausência 12,3 0,052 0,051 24 27 0,547 

Presença 4,83 11 9 

STIL::TAL1     

Ausência 9,62 0,124 0,119 35 35 0,321 

Presença 51,8 0 1 
a
p valor significativo, teste U de Mann-Whitney. 

b
p valor significativo, teste Kruskal-Wallis. 

c
p valor não 

significativo, pós-teste de Dunn (Plaquetopenia x Normal); 
d
p valor não significativo, pós-teste de Dunn 

(Plaquetopenia x Trombocitose); 
e
p valor significativo, pós-teste de Dunn (Normal vs Trombocitose). 

f
p valor 

significativo, teste de Spearman. 
g
p valor significativo, teste Exato de Fisher. Fonte: Própria autora. 

Figura 22: Comparação de grau de hiperexpressão de PRDM16 entre LLA-B e LLA-T. 

 

Fonte: Própria autora. Gerado no Jamovi. 

Adotando o mesmo parâmetro de agrupamento para a expressão de PRDM16, foi 

possível confrontar os dados com os dados de idade e contagens totais do hemograma. Nessa 
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investigação não foram observadas diferenças significativas entre as comparações de média 

(Tabela 10). 

Tabela 10: Comparação entre médias de parâmetros com a expressão de PRDM16. 

Expressão de PRDM16 Idade Leucócitos  Hemoglobina Plaquetas 

 Média 

<3,66 6,77 40.263 9,29 215.278 

≥3,66 7,11 44.003 9,07 134.457 

p 0,740 0,940 0,624 0,986 

Testes T de Student ou U de Mann-Whitney. Fonte: Própria autora. 

5.4 EXPRESSÃO vs. SILENCIAMENTO DE PRDM16 

Outra análise feita no estudo foi a comparação entre o grupo com algum nível de 

expressão de PRDM16 e o grupo onde PRDM16 apresentou um comportamento de 

silenciamento. Ao investigar as médias de idade e contagens totais do hemograma em relação 

aos dois grupos, não foram encontradas diferenças significativas (Tabela 11). 

Tabela 11: Comparação entre médias de parâmetros entre amostras com e sem a expressão de PRDM16. 

Status de PRDM16 (n = 80) Idade Leucócitos  Hemoglobina Plaquetas 

 Média 

Expresso 6,94 42.106 9,18 175.436 

Silenciado 6,11 8.424 9,23 245.000 

p 0,591 0,281 0,935 0,609 

Testes T de Student ou T de Welch. Fonte: Própria autora. 

No que diz respeito às análises de associação entre o status de PRDM16 e os 

agrupamentos de dados clínicos, laboratoriais e moleculares, a maior parte dos cruzamentos 

não evidenciou diferença estatística (Tabela 12). Porém, foi encontrada associação entre o 

silenciamento de PRDM16 e a ausência de fusões gênicas (p = 0,033; OR = 0,12; IC = 0,01 - 

1,02) (Figura 23), sendo observado somente um caso de fusão (ETV6::RUNX1) neste grupo.  

Tabela 12: Comparação entre dados clínicos, laboratoriais e moleculares e expressão ou silenciamento de 

PRDM16. 

Dados clínicos, laboratoriais e moleculares  

(n = 80) 

Status de PRDM16 p 

 Expresso Silenciado  

Tipo de LLA 
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LLA-B 62 7 0,433 

LLA-T 9 2 

Tipo de amostra 

Sangue Periférico 43 7 0,315 

Medula Óssea 28 2 

Sexo    

Masculino 45 5 0,648 

Feminino 26 4 

Idade (anos)    

0 A 1 5 0 0,625 

2 A 9 46 7 

≥10 20 2 

Leucócitos    

<5.000 (Leucopenia) 30 4 0,603 

5.000 A 15.000 15 3 

>15.000 (Leucocitose) 26 2 

Hemoglobina    

≥10  23 4 0,471 

<10 (Anemia) 48 5 

Plaquetas    

<150.000 (Plaquetopenia) 48 5 0,315 

150.000 A 400.000 18 2 

>400.000 (Trombocitose) 5 2 

Grupo de risco    

Risco padrão 39 7 0,191 

Alto risco 32 2 

Fusões gênicas    

Ausência 35 8 0,033* 

Presença 36 1 

BCR::ABL1    

Ausência 68 9 1 

Presença 3 0 

TCF3::PBX1    

Ausência 60 9 0,347 

Presença 11 0 

KMT2A::AFF1    

Ausência 70 9 1 

Presença 1 0 

ETV6::RUNX1    

Ausência 51 8 0,433 

Presença 20 1 

STIL::TAL1    

Ausência 70 9 1 

Presença 1 0 
*p valor significativo, teste Exato de Fisher. Fonte: Própria autora. 
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Figura 23: Comparação de ocorrência de fusões gênicas entre casos de expressão ou silenciamento de PRDM16. 

 

Fonte: Própria autora. Gerado no Jamovi. 

5.5 ANÁLISE DE CURVA ROC DE PRDM16 

Por fim, a análise da curva ROC foi realizada para avaliar a capacidade discriminativa 

de PRDM16 como biomarcador. Ao comparar o grupo LLA e o controle, a curva ROC 

resultante apresentou uma AUC de 0,32 (IC = 0,22 - 0,41). Esse valor sugere que o nível de 

expressão do gene PRDM16 não é um bom preditor para diferenciar entre LLA e controles 

saudáveis (Figura 24). 

Entretanto, ao comparar os casos de diferentes subtipos de LLA, a análise mostrou 

uma AUC de 0,95 (IC = 0,90 - 0,99), indicando que o nível de expressão do gene PRDM16 é 

altamente eficaz para distinguir entre os subtipos LLA-T e LLA-B (Figura 25). 
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Figura 24: Curva ROC comparando grupo LLA vs. grupo controle. 

 

Fonte: Própria autora. Gerado no PSPP. 

Figura 25: Curva ROC comparando grupo LLA-B vs. grupo LLA-T. 

 

Fonte: Própria autora. Gerado no PSPP. 
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6. DISCUSSÃO 

PRDM16 tem um papel multifacetado em diferentes tecidos. Dessa forma, quaisquer 

alterações na dinâmica de funcionamento de sua proteína podem levar a sérios danos em 

tecidos como o cardíaco, ósseo, adiposo, neuronal, endotelial, pancreático; assim como 

podem auxiliar o desenvolvimento de tumores hematológicos e sólidos (Shi et al., 2024). 

Sendo assim, o presente estudo avaliou o perfil de expressão do gene em pacientes pediátricos 

com LLA, visando investigar seu potencial como biomarcador diagnóstico ou prognóstico 

para a doença.  

No grupo estudado, foi possível perceber prevalências de casos de LLA-B, indivíduos 

do sexo masculino e faixa etária de 2 a 9 anos, demonstrando concordância com as estatísticas 

epidemiológicas globais (Lejman et al., 2022; Santos et al., 2023; Miranda-Filho et al., 2018). 

Ao analisar o hemograma inicial dos pacientes, quadros de leucopenia, anemia e 

plaquetopenia foram os mais frequentes nesta pesquisa. Esses achados corroboram em partes 

com as comparações feitas por Khalid et al. (2023), onde foi encontrado o perfil de 

leucocitose, anemia e plaquetopenia dentre pacientes com LLA-B, sendo o padrão mais 

comum na LLA. Porém, em um estudo envolvendo crianças hispânicas, os parâmetros 

expostos foram semelhantes aos do presente estudo, indicando que mesmo fora do 

tradicionalmente esperado, existem padrões variados na apresentação inicial da LLA entre as 

diferentes populações mundiais (Jaime-Pérez et al., 2019). Casos de risco padrão tiveram 

predominância em relação aos casos de alto risco, indicando que a maioria dos pacientes 

apresentavam maiores chances de ter um desfecho favorável (Smith et al., 1996). 

As fusões gênicas estavam presentes em 46,25% dos pacientes, sendo os subtipos mais 

incidentes ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1 e BCR::ABL1. Mata-Rocha et al. (2022) também 

identificaram a fusão ETV6::RUNX1 como a mais prevalente em sua coorte mexicana, a qual 

correspondeu a 10,5% dos casos, seguida da fusão TCF3::PBX1, com 7,7% dos casos. Ainda 

assim, os autores refletiram sobre a baixa prevalência de ETV6::RUNX1 em populações com 

altas contribuições de ancestralidade nativa americana quando comparadas às populações de 

países desenvolvidos, as quais apresentam maior ancestralidade europeia, trazendo à tona a 

necessidade desse tipo de comparação entre populações com as mesmas colaborações 

ancestrais. 
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Por conta disso, procurou-se observar as documentações de testagens moleculares dos 

mesmos alvos do presente estudo em pacientes da Amazônia Brasileira. No estado do Pará, 

estudos anteriores demonstraram a prevalência das mesmas fusões encontradas nesta 

pesquisa, entretanto, com frequências distintas. Nos 104 pacientes pediátricos com LLA 

analisados por Moreira-Nunes et al., (2020), as fusões gênicas mais frequente foram 

TCF3::PBX1 (20,19%), BCR::ABL1 (14,42%) e ETV6::RUNX1 (8,65%). A mesma tendência 

foi observada na pesquisa de Souza et al. (2020), em que dos 84 pacientes pediátricos 

avaliados, 21,42% apresentavam a fusão TCF3::PBX1, 14,30% a fusão BCR::ABL1; e 7,14% 

a fusão ETV6::RUNX1. O estudo de Carvalho et al. (2020) também identificou maior 

frequência de TCF3:: PBX1 (23,2%), BCR::ABL1 (16,2) e ETV6::RUNX1 (12,1%) nos 121 

pacientes investigados.  

Já no estudo conduzido por Souza et al. (2023) com pacientes diagnosticados com 

LLA de um hospital de referência do Amazonas e utilizando os mesmos conjuntos de primers 

que a presente pesquisa, os autores identificaram a prevalência das fusões ETV6::RUNX1 e 

BCR::ABL1 (33% cada). Os resultados obtidos na presente pesquisa estão em consonância 

com as tendências mundiais (Inaba; Pui, 2021); entretanto, as discrepâncias encontradas na 

comparação com estudos da mesma região revelam a necessidade de aplicação das testagens 

moleculares para o entendimento da estratificação presente em coortes individualizadas.  

A maior parte dos pacientes pediátricos com LLA (88,75%) analisados neste estudo 

apresentou superexpressão de PRDM16. Em uma análise global, PRDM16 foi 10,21 vezes 

mais expresso nos pacientes com LLA, quando comparado com os controles saudáveis, 

mostrando que esse gene parece ter uma importância proeminente neste modelo de doença. 

Ao aprofundar ainda mais a análise, foi possível perceber que os casos de LLA-T 

demonstraram uma expressão aumentada em 36,01 vezes de PRDM16, enquanto que os casos 

de LLA-B apresentaram uma superexpressão mais atenuada, de 6,46 vezes. Dada tal 

discrepância, os outros testes estatísticos confirmaram essa diferença, correlacionando a LLA-

T com maior chance de hiperexpressão de PRDM16. 

Um estudo sistemático recente apontou que PRDM16 é frequentemente alvo de 

translocações, alterações de metilação e mutações em seus domínios PR e CtBP em 

malignidades hematológicas, e em decorrência desses eventos existe um padrão bem 

conhecido de superexpressão da isoforma oncogênica PRDM16S (Shi et al., 2024). Diversos 
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estudos descrevem essa tendência principalmente na LMA pediátrica (Shiba et al., 2019; 

Miyamura et al., 2019; Yamato et al. 2022; Kaburagi et al., 2023). 

Ao avaliar o transcriptoma de 139 pacientes pediátricos japoneses com LMA, 

PRDM16 foi superexpresso em 46,76% dos indivíduos, além de ter sido encontrado em 

associação com a duplicação interna em tandem de FLT3 (FLT3-ITD), em rearranjado raro 

com RUNX1 e outras alterações citogenéticas e moleculares que conferiam baixas taxas de 

sobrevida e fatores de risco adversos (Shiba et al., 2019). De forma complementar, em uma 

análise de metiloma conduzida com 64 pacientes pediátricos com LMA, Yamato et al. (2022) 

apontaram a presença de drásticas mudanças de metilação entre pacientes com alta e baixa 

expressão de PRDM16, sendo sua hipometilação associada à maior acessibilidade da 

cromatina em diversas regiões genômicas. Além disso, os autores constataram que os casos 

concomitantes de superexpressão de PRDM16 e FLT3-ITD provocaram alterações de 

metilação em locais de ligação de STAT5 (Signal transducer and activator of transcription 5) 

e AP-1 (AP-1 transcription factor subunit), facilitando o acesso dessas proteínas ao DNA, o 

que pode colaborar para a proliferação e sobrevivência das células leucêmicas. 

Já nas malignidades envolvendo a linhagem linfoide, os relatos são menos comuns, 

entretanto, envolvem também a isoforma PRDM16S (Yoshida et al., 2004; Shing et al., 2007; 

Roche-Lestienne et al., 2008; Duhoux et al. 2011). Estudos demonstram que, enquanto a 

isoforma PRDM16F é necessária exclusivamente para a funcionalidade de CTHs, PRDM16S 

transpassa tal barreira, envolvendo-se, também, em estágios da linfopoiese, especialmente no 

desenvolvimento de células progenitoras linfoides LSK (Linage-Stage Sca-1+ c-Kit+), as 

quais são responsáveis pelo repovoamento da medula óssea (Corrigan et al., 2018). 

Adicionalmente, descobriu-se que PRDM16S regula genes mitocondriais como MFN2 

(Mitofusin 2), o qual codifica uma proteína capaz de promover a manutenção de CTHs com 

extenso potencial linfoide (Luchsinger et al., 2016). Estes dados sugerem que apesar de 

PRDM16 ser conhecido principalmente por suas atividades na linhagem mieloide, existem 

indícios de seu envolvimento na diferenciação linfoide. 

Na LLA-T de adulto, foi observado níveis de metilação diferenciados entre as duas 

isoformas codificadas por PRDM16. Enquanto PRDM16S foi hipometilado, PRDM16F foi 

alvo de hipermetilação. Isso implicou em um predomínio exclusivo de expressão aberrante de 

PRDM16S, a qual influenciou diferencialmente a sinalização TGF-β, de modo a inibir a ação 
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das proteínas dessa via, que normalmente promove uma regulação negativa no crescimento de 

células hematopoiéticas (Yoshida et al., 2004). 

No estudo de Shing et al., (2007), um caso de Linfoma não-hodgkin de células B em 

fase leucêmica apresentou a fusão de PRDM16 com o gene atuante na diferenciação de 

células B e T BACH2 (BTB domain and CNC homolog 2), t(1;6)(p36;q15), a qual produziu 

exclusivamente a isoforma PRDM16S de forma hiperexpressa, fato que diferiu dos outros 

quatro casos estudados de malignidades mieloides, os quais codificam as duas isoformas 

principais do gene: PRDM16F e PRDM16S. Outra fusão gênica, relatada em um caso de 

LLA-B Ph+ de adulto, envolveu PRDM16 e RUNX1, que foi associado à curta sobrevida e à 

cooperação com a proteína BCR::ABL1 na agressividade e indiferenciação das células 

leucêmicas (Roche-Lestienne et al., 2008). 

Outra descoberta importante foi a de Duhoux et al. (2011), que além de terem 

identificado translocações envolvendo PRDM16 na LMA e SMD, também expuseram a 

participação do gene em translocações presentes em dois casos de malignidades linfoides: a 

translocação t(1;2)(p36;p21), envolvendo o gene THADA (THADA armadillo repeat 

containing), em LLA-T; e a translocação t(1;22)(p36;q11), envolvendo o gene atuante na 

produção de imunoglobulinas IGL@ (Immunoglobulin lambda locus), em um linfoma de zona 

marginal esplênico de células B. Nos dois casos, assim como na maior parte dos outros 

envolvidos no estudo, as translocações produziram a isoforma PRDM16S, a qual apresentou 

comportamento de superexpressão. Nos casos de LMA e SMD, PRDM16 promoveu 

translocações com genes como ETV6, RUNX1 e IKZF1, os quais também são fatores de 

transcrição muito influentes na linfopoiese. Além disso, a pesquisa contou com a avaliação de 

três casos de LLA sem alteração estrutural de PRDM16, os quais apresentaram baixos níveis 

de expressão do gene.  

Durante a análise dos níveis de expressão de PRDM16 em pacientes pediátricos com 

LLA, identificamos um perfil de superexpressão significativo que ainda não havia sido 

descrito em estudos anteriores, mesmo nos realizados com tecnologias avançadas e grandes 

recursos (Li et al., 2018; Schwab et al., 2022; Ryan et al.; 2023; Ren et al., 2024). Este 

achado destaca a singularidade da presente abordagem e a potencial relevância clínica do 

PRDM16 na LLA, em especial a LLA-T. Ademais, é válido sugerir que, assim como em 

outros tumores hematológicos, a superexpressão de PRDM16 na LLA pediátrica pode estar 
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condicionada às alterações como translocações e metilação diferencial, aspectos que devem 

ser investigados no futuro. 

Outra descoberta interessante foi a constatação de que os níveis de expressão de 

PRDM16 variaram entre os grupos de contagem plaquetária, onde foi possível perceber que a 

menor média de FC associou-se com casos de trombocitose, apontando uma correlação 

negativa. Ainda assim, tais casos apresentaram uma expressão de PRDM16 aumentada em 

3,21 vezes. Esse achado pode estar relacionado com as propriedades funcionais da proteína 

PRDM16 em contextos de diferenciação de megacariócitos, estresse oxidativo e atividade 

inflamatória. 

Dentro desse contexto, sabe-se que PRDM16 regula a destinação celular em diversos 

tecidos humanos, sendo o melhor exemplo aplicável o da transformação de adipócitos, evento 

tão significativo que faz com que as vias em que a proteína PRDM16 atua sejam alvo de 

tratamento para obesidade e diabetes (Jiang et al., 2022). Adotando a mesma lógica, foi 

demonstrado que a hiperexpressão da oncoproteína PRDM16S tem a capacidade de converter 

o destino celular da linhagem mieloide, de forma a transformar progenitoras destinadas a se 

diferenciarem em plaquetas e eritrócitos (megacariócitos-eritroides, MEPs) em células tronco 

leucêmicas granulomonocíticas, induzindo a condições como anemia e plaquetopenia. 

Entretanto, esse evento pareceu ser condicionado pela interação forçada da proteína com 

intensificadores, o que promove a ativação de reguladores mestres mieloides, como os fatores 

de transcrição PU.1 (Spi-1 proto-oncogene), C/EBPα e RUNX1; enquanto reprime 

reguladores do destino megacariocítico, como GATA1 (GATA binding protein 1). Sendo 

assim, modulações de expressão de PRDM16 podem alterar vias megacariocíticas, apesar de 

não ser o suficiente para influenciar tais modificações de forma isolada, necessitando de uma 

situação favorável de interações gênicas e proteicas (HU et al., 2019). 

Em outro cenário, Chuikov et al. (2010), ao marcarem a proteína PRDM16F in vivo, 

para analisar sua participação da dinâmica celular no ambiente medular, perceberam sua 

expressão em CTHs fetais e adultas, mas não nas células mieloides e linfoides diferenciadas. 

Ademais, outras análises demonstraram que a deficiência do gene alterou os padrões de 

estresse oxidativo das células hematopoiéticas, sugerindo sua atuação na manutenção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs). Corrigan et al. (2018) também chegaram à mesma 

conclusão uma vez que foi observado o aumento do nível de atividade mitocondrial 

concomitante à produção de EROs nas CTHs adultas deficientes em PRDM16F, envolvendo a 
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sinalização Rho e Ras GTPase de respiração celular. Além desse achado, foi demonstrado que 

PRDM16S induz uma assinatura inflamatória pela ativação exacerbada de vias imunes que 

mobilizam mais de 400 genes codificadores de quimiocinas e citocinas, sendo associada à 

displasia das células hematopoiéticas.  

Mesmo em leucemia linfoides, é comum encontrar alterações na linhagem mieloide, 

uma vez que todo o microambiente medular é afetado pela leucemogênese. Apesar de a 

plaquetopenia ser o evento mais comum na LLA, como foi observado no presente estudo, 

casos de trombocitose também são relatados (Blatt; Penchansky; Horn, 1989; Ma et al., 2021; 

Tsuboi et al., 2023; Singh et al., 2023). A baixa expressão relativa de PRDM16 nos casos de 

trombocitose pode apontar para um menor potencial inibitório da proteína na diferenciação de 

megacariócitos. Entretanto, mesmo em níveis relativamente mais baixos, alterações de 

expressão de PRDM16 podem favorecer um panorama de estresse oxidativo e inflamação 

favorável à leucemia. Diante desse cenário, a produção anormal de plaquetas poderia ser 

justificada não somente pela própria desregulação da produção dos elementos 

hematopoiéticos, como também pela tentativa de restabelecimento da homeostase do 

organismo em resposta à agressividade do processo carcinogênico (Pietraforte et al., 2014; 

Stockklausner et al., 2021), podendo PRDM16 contribuir para ambas as perspectivas 

pontuadas. 

Alguns dados apresentaram certa tendência à significância no que diz respeito à 

comparação de média de FC. PRDM16 apresentou expressão aumentada em 12,6 vezes em 

amostras de sangue periférico, enquanto que as amostras de medula óssea obtiveram um 

aumento de 6,57 vezes. Todavia, considerando que as atividades de PRDM16 estão 

localizadas no início da cadeia hematopoiética, sua atuação fisiológica acaba concentrando-se 

na medula óssea (Aguilo et al., 2011; McGlynn et al., 2020; Gudmundsson et al., 2020). Isso 

acaba levantando hipóteses sobre a possibilidade de PRDM16 estar ativo em locais além da 

medula óssea, o que poderia ser elucidado futuramente através de ensaios comparativos entre 

amostras pareadas. 

Já nos casos de presença de fusão gênica ETV6::RUNX1 houve um aumento de 4,83 

vezes na expressão de PRDM16, enquanto que nos casos sem fusão, foi de 12,3 vezes a 

expressão do gene. Sabe-se que a fusão ETV6::RUNX1 associa-se e modula diversas 

modificações genéticas, as quais, ainda assim, conferem um risco padrão e bom prognóstico 

ao paciente (Barbosa et al., 2015; Ostergaard et al., 2023). Nesse contexto, sugere-se que a 
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presença dessa fusão pode associar-se à atenuação da alteração de vias que contem com a 

participação de PRDM16, como a TGF-β (Ford et al., 2009). Acredita-se que o aumento do 

número amostral do presente estudo poderia proporcionar maior esclarecimento acerca dessas 

relações, confirmando ou refutando tais associações. 

Foi importante notar que apesar da maioria dos pacientes apresentarem alta expressão 

de PRDM16, uma pequena parcela (11,25%) demonstrou um comportamento de 

silenciamento do gene. Apesar de o gene ser alvo de diversos tipos de modificações 

epigenéticas e pós-traducionais, tais como metilação, ubiquitinação e acetilação, a maioria dos 

relatos envolvendo tais alterações referem-se à predominância de hiperexpressão da isoforma 

oncogênica em malignidades hematológicas (Shi et al., 2024). O silenciamento do gene 

advindo de tais modificações e ligado à contribuição para o processo cancerígeno somente foi 

apontado em alguns tipos de cânceres sólidos, onde houve regulação negativa da isoforma 

supressora tumoral PRDM16F (Tan et al., 2014; Kundu et al., 2020; Liu et al., 2021; Yin et 

al., 2022; Shi et al., 2022a; Li et al., 2022a; Hurwitz et al., 2023). 

Outra alternativa possível para entender o silenciamento gênico apresentado nesta 

pesquisa é a deleção de PRDM16. O gene é relatado como deletado principalmente em 

doenças não neoplásicas. A proteína PRDM16 atua tanto no desenvolvimento quanto no 

funcionamento do tecido maduro cardíaco, principalmente nos cardiomiócitos. Logo, a 

deficiência dessa proteína pode levar a diversos distúrbios, principalmente à cardiomiopatia 

de início pediátrico, sendo associada, inclusive, a alterações da proteína SKI (SKI proto-

oncogene), parceira da PRDM16 na sinalização de TGF-β (Jordan, Zaveri; Scott, 2015). Além 

disso, é associada também ao aumento de risco de morte, necessidade de transplante cardíaco, 

assistência ventricular e maior gravidade no sexo feminino (Kramer et al., 2024). Outro tipo 

de alteração decorrente da deleção de PRDM16 são as que afetam o sistema ósseo, em 

especial as que dão origem às fendas palatinas, também pelo impacto da deleção na 

sinalização TGF-β (Bjork et al., 2010). Essa condição deletéria está dentro de um conjunto de 

outras deleções no cromossomo 1 chamado de ―Síndrome de Deleção 1p36‖ (Jordan, Zaveri; 

Scott, 2015). 

Na LLA pediátrica, deleções de PRDM16 foram identificadas por Batista-Gomes et al. 

(2020), em testes de microarray e qPCR, pela primeira vez. Em seus achados, os autores 

indicaram que deleções do gene (50%) foram associadas com pacientes de alto risco e 

ausência de fusões gênicas, enquanto que as amplificações (46%) foram relacionadas aos 
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casos de fusões gênicas. Interessantemente, o presente estudo chegou às mesmas conclusões 

no que diz respeito aos subtipos moleculares avaliados, uma vez que o silenciamento gênico 

associou-se à ausência de fusões gênicas, sendo observado apenas um caso de ETV6::RUNX1 

dentre tais pacientes. Pode-se observar também, que a partir dessa associação, os casos de 

superexpressão de PRDM16 associaram-se com a presença de fusões gênicas.  

Considerando um exemplo prático nesse contexto, é possível perceber que a 

superexpressão de PRDM16 é um fator prognóstico bem estabelecido na LMA de novo 

pediátrica, conferindo pior sobrevida global e livre de eventos de maneira independente, 

quando comparados com casos de baixa expressão ou silenciamento do gene. Além do mais, o 

aumento de expressão é associado a inúmeras alterações gênicas, principalmente em pacientes 

com citogenética de risco intermediário ou alto (Shiba et al., 2016; Jo et al., 2015). Dessa 

forma, as associações encontradas no presente estudo destacam a complexidade da regulação 

de PRDM16 na LLA pediátrica e a importância de considerar tanto as expressões aumentadas 

quanto silenciadas, de forma a contribuir para um entendimento mais profundo da biologia da 

LLA, o que pode abrir novas vias para futuras pesquisas e desenvolvimento de terapias 

direcionadas. 

Com exceção dos aspectos discutidos anteriormente, os demais agrupamentos de 

dados clínicos, laboratoriais e moleculares não apontaram diferença significativa entre as 

médias de FC de PRDM16, bem como na análise de expressão e silenciamento do gene. Isso 

indica que existiu uma expressão igualitária do gene entre as categorias sexo, idade, 

leucometria, dosagem de hemoglobina e demais fusões gênicas; enquanto que o silenciamento 

do gene não foi influenciado pela maioria das variáveis analisadas. Desse modo, é possível 

sugerir que a modulação da expressão de PRDM16 independe dos aspectos supracitados. 

Na análise de curva ROC, foi observado que PRDM16 não é adequado para o 

diagnóstico geral de LLA, mas pode ser utilizado para auxiliar a diferenciação de linhagens, 

já que foi um ótimo discriminante entre os subtipos B e T. Atualmente, os estudos dos 

subtipos imunofenotípicos em associação aos subtipos moleculares de LLA configuram uma 

das grandes ferramentas para o manejo de casos de toxicidade, resistência ao tratamento, 

relapso ou refratariedade, principalmente para populações específicas, como a de LLA-T, a 

qual conhecidamente apresenta taxas altas de evoluções desfavoráveis (Gavralidis; Brunner, 

2020; Carobolante et al., 2020).  
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Em um recente relatório publicado por Polonen, Mullighan e Teachey (2024), é 

enfatizada a natureza historicamente escassa da estratificação molecular da LLA-T, que ainda 

hoje é considerado um desafio para a equipe multidisciplinar oncológica. São recentes as 

conclusões sobre biomarcadores prognósticos confiáveis que sejam independentes dos fatores 

de risco específicos desse subtipo, por isso os esforços para determinar as alterações mais 

relevantes ainda são grandes. 

É interessante lembrar que os dois estudos envolvendo LLA-T citados nesta pesquisa 

(Yoshida et al., 2004; Duhoux et al. 2011) encontraram associação da superexpressão de 

PRDM16 com mau prognóstico e resultados clínicos ruins; tendência observada em diversos 

tumores humanos (Shi et al., 2024). Levando em consideração todos os fatos supracitados, é 

válido elencar PRDM16 como um candidato a biomarcador para LLA-T pediátrica, o qual 

pode ser utilizado para uma melhor estratificação e acompanhamento da evolução da doença 

dos pacientes que detém esse subtipo de leucemia. 

Por fim, a maior limitação encontrada neste estudo foi o tamanho amostral, o qual 

abrangeu um número relativamente pequeno de pacientes com LLA e controles saudáveis. Tal 

fato pode limitar a generalização dos resultados, evidenciado na análise de curva ROC do 

presente estudo; e dificultar a detecção de diferenças mais sutis entre os agrupamentos de 

dados. Ademais, a escassez de estudos prévios que investigaram a relação entre PRDM16 e 

LLA culminou na dificuldade de comparação dos presentes achados. Estudos futuros com 

amostras maiores e mais diversas serão essenciais para reafirmar as descobertas e ampliar o 

conhecimento sobre o tema.  
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7. CONCLUSÕES 

Os resultados do presente estudo ressaltam a importância do gene PRDM16 na 

caracterização da LLA, oferecendo novas evidências acerca da heterogeneidade tumoral 

presente na leucemia pediátrica. PRDM16 foi superexpresso pela maioria dos pacientes com 

LLA, apresentando diferentes graus de alteração de acordo com os subtipos e destacando-se 

como um bom candidato a biomarcador de identificação de linhagem, principalmente no que 

diz respeito à LLA-T. A expressão variável de PRDM16 entre os diferentes grupos de 

contagem de plaquetas na LLA sugere que este gene pode contribuir para a desregulação 

megacariocítica mesmo em malignidades linfoides, o que pode ser confirmado com estudos 

posteriores conduzidos com um número maior de pacientes.  

Além disso, uma pequena parcela do grupo investigado apresentou o comportamento 

de silenciamento do gene, o qual foi associado à ausência das alterações genéticas estudadas, 

levantando hipóteses sobre a complexidade do papel de PRDM16 na patogênese da LLA, a 

qual parece abranger mais possibilidades do que previamente entendido. Notavelmente, as 

demais características clínicas, laboratoriais e moleculares apresentadas pelos pacientes não 

influenciaram diferencialmente a análise da expressão do gene, demonstrando que tais 

alterações acontecem de forma independente a esses aspectos. 

A busca de biomarcadores para a LLA, assim como o entendimento de sua 

aplicabilidade clínica, avança concomitantemente com as melhorias de manejo do paciente 

oncológico pediátrico, contribuindo para o refinamento das alternativas terapêuticas já 

existentes e para a descoberta de novos alvos terapêuticos. Nesse sentido, as novas 

informações acerca do perfil de expressão de PRDM16 na LLA pediátrica detalhadas na 

presente pesquisa podem auxiliar tais esforços, com o intuito de popularizar ainda mais a 

possibilidade de remissão, com tratamentos mais precisos, baseados nas características de 

cadaxindivíduo.
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