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RESUMO 

As deleções em IKZF1 (∆IKZF1) ocorrem em aproximadamente 15% dos 
casos pediátricos com leucemia linfoblástica aguda de células precursoras B (LLA-
CPB) e estão associadas com aumento nas taxas de recaída em diversos 
protocolos. A consequência funcional das ∆IKZF1 varia de acordo com os éxons 
envolvidos, podendo resultar em efeito dominante-negativo (deleção dos éxons 4 a 
6) ou haploinsuficiência (deleções envolvendo os éxons 1, 2 e/ou 8). Visto que 
Ikaros (codificada por IKZF1) regula a expressão gênica através do remodelamento 
de cromatina, nós hipotetizamos que ∆IKZF1 podem modificar a expressão de genes 
envolvidos na linfopoiese B (RAG1, EBF1 e BTG1), no reparo de DNA (FIGNL1) e 
na interação com receptores de tirosina quinase (GRB10). Para avaliar o impacto 
dos tipos de ∆IKZF1 na expressão destes genes, analisamos 72 pacientes 
diagnosticados com LLA-CPB antes dos 16 anos. Estes foram agrupados de acordo 
com o status de IKZF1 obtido através das técnicas de MLPA e PCR multiplex. Os 
níveis de expressão gênica de IKZF1 e os demais genes foram obtidos por PCR 
quantitativo em tempo real. Em seguida, as análises foram realizadas de forma 
comparativa com os dados clínico-laboratoriais e status de IKZF1 usando o teste 
estatístico Mann-Whitney. A fim de validar nossos achados, também realizamos 
análises in silico com dados de pacientes pediátricos disponibilizados pelo projeto 
TARGET. Os dados de whole genome sequencing foram usados para determinar o 
status de IKZF1 e RNA-seq para expressão dos genes. As análises de sobrevida 
livre de evento (SLE) e global (SG) foram realizadas pelo método de Kaplan-Meier. 
Em relação às características clínico-laboratoriais dos pacientes, observamos que 
pacientes com idade <120 meses apresentam uma tendência de expressão 
aumentada de IKZF1, RAG1 e BTG1, e baixa para GRB10, quando comparados 
àqueles com idade ≥120 meses. Já o gene RAG1 apresentou uma mediana de 
expressão maior no grupo de baixo risco quando comparado tanto com o grupo de 
risco intermediário quanto com o de alto risco. As análises de expressão 
demonstraram que o gene EBF1 apresenta uma tendência de níveis reduzidos 
diante da ∆dn quando comparado com os outros grupos. Já o gene GRB10 tem 
níveis aumentado nos pacientes com ∆haplo. Além disso, foi possível observar que 
pacientes com baixa expressão de EBF1 tiveram maior tempo de SG quando 
comparado com os de alta expressão, enquanto que indivíduos considerados com 
baixa expressão de GRB10 apresentaram pior SG e SLE em relação aqueles com 
alta expressão. Portanto, nossos resultados demonstram que os diferentes status de 
IKZF1 estão associados a diferentes níveis de expressão de genes-alvo. 

Palavras-chave: LLA-CPB; IKZF1; deleção.  
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ABSTRACT 

IKZF1 deletions (∆IKZF1) occur in 15% of pediatric B cell precursor acute 
lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) and are associated with an increased relapse 
rate in several protocols. The functional consequence of ∆IKZF1 depends on the 
exons involved, and may result in dominant-negative effect (deletions of exons 4, 5 
and/or 6) or haploinsufficiency (deletions involving the exons 1, 2 and/or 8). Because 
Ikaros (encoded by IKZF1) regulates gene expression via chromatin remodeling, we 
hypothesize that ∆IKZF1 may change the expression of genes that are involved in B 
lymphopoiesis (RAG1, EBF1 and BTG1), DNA repair (FIGNL1) and interaction with 
receptor tyrosine kinases (GRB10). To assess the impact of ∆IKZF1 types on the 
gene expression, we analysed 72 children diagnosed with BCP-ALL before 16 years-
old. They were grouped according to the status of IKZF1 as determined by MLPA 
assay and multiplex PCR. The expression level analysis of IKZF1 and other genes 
was assessed by quantitative PCR. Then the analyzes were performed in a 
comparative manner with the clinical-laboratory data and IKZF1 status using the 
Mann-Whitney test. In order to validate our findings, we also performed in silico 
analysis with pediatric patient data provided by the TARGET project. For this 
validation cohort, whole genome sequencing were used to determine the IKZF1 
status and RNA-seq for gene expression. The overall (OS) and event-free survival 
(EFS) were performed by the Kaplan-Meier method. We observed that patients 
younger than 120 months showed an increased expression of IKZF1, RAG1 and 
BTG1, and decreased for GRB10, when compared to those older than 120 months. 
The RAG1 gene was also found with higher expression within the good risk group 
when compared to both intermediate and high risk groups. Expression analysis 
demonstrated that EBF1 have a tendency of decreased levels in Δdn when 
compared to the other groups. Increased levels of GRB10 gene were found in 
patients with IKZF1 Δhaplo. In addition, it was observed that patients with low 
expression of EBF1 had a better OS when compared to those with high expression, 
whereas individuals considered with low expression of GRB10 presented worse OS 
and EFS in relation to those with high expression. Therefore, our results demonstrate 
that the different IKZF1 status are associated with different expression levels of 
target genes. 

Key words: BCP-ALL; IKZF1; deletion.  
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer corresponde a um conjunto de neoplasias malignas caracterizadas 

pela proliferação descontrolada de células anormais em diferentes tecidos ou 

órgãos. De forma geral, essa doença é diagnosticada com mais frequência entre 

pacientes idosos, entretanto, alguns subtipos podem ser encontrados em maiores 

números entre os pacientes pediátricos. 

Em 2017, os Estados Unidos estimaram a ocorrência de 10.270 novos casos 

de câncer entre crianças com idade até 14 anos. Já no Brasil, este número foi de 

12.600 entre crianças e adolescentes com idade entre 1 e 19 anos. Embora o 

tratamento para estes indivíduos tenha alcançado grandes progressos com taxa de 

cura alcançando 70-80%, o câncer continua sendo a principal causa de morte por 

doença entre os casos pediátricos (INCA; NIH). 

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é a neoplasia pediátrica diagnosticada 

com mais frequência (cerca de 25% dos casos), seguida por tumor no sistema 

nervoso central (SNC) e linfomas (INCA; NIH; de Camargo et al, 2010). A LLA é uma 

neoplasia hematológica maligna heterogênea, caracterizada pela rápida expansão e 

acúmulo de células progenitoras linfoides, contendo múltiplas lesões genéticas, na 

medula óssea (MO). Este quadro afeta a produção das células sanguíneas normais, 

levando os pacientes a apresentarem sintomas como: palidez, cansaço e 

sonolência, devido ao quadro de anemia; infecções constantes decorrentes de 

imunossupressão; hematomas, petéquias e sangramentos prolongados por causa 

da trombocitopenia; além de outras manifestações clínicas causadas pela infiltração 

das células leucêmicas nos tecidos (Pui, 2012). 

O processo de desenvolvimento da LLA pode ser iniciado por causas 

multifatoriais desconhecidas ou ainda pouco compreendidas como exposição a 

fatores exógenos ou endógenos e susceptibilidade genética (Inaba et al, 2013) 

(Figura 1.1). Dependendo da linhagem celular comprometida, a LLA ainda pode ser 

classificada em células precursoras B ou T. Neste trabalho, especificamente, serão 

discutidos aspectos da doença derivada de células precursoras B e seu 

comportamento em pacientes pediátricos. 
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Figura 1.1. Conjunto de causas da leucemia linfoblástica aguda pediátrica. Exposições 

exógenas e endógenas, como infecção e inflamação, variação genética inerente e chance exercem 

um papel na história natural da leucemia linfoblástica aguda pediátrica (Modificado de Inaba et al, 

2013). 

 

1.1 LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA DE CÉLULAS PRECURSORAS B (LLA-

CPB) 

O diagnóstico da LLA-CPB pode ser estabelecido principalmente pela análise 

imunofenotípica dos blastos infiltrados na MO ou sangue periférico (SP), através da 

presença de marcadores de células B como CD79a e CD22 citoplasmático, e CD19. 

Cerca de 85% dos casos de LLA pediátrica são LLA-CPB, sendo considerada a 

neoplasia mais comum em crianças. O pico de incidência ocorre entre as idades de 

2 e 5 anos, indo ao encontro de teorias baseadas no envolvimento de infecções no 

desenvolvimento da LLA (Kinlen, 2004; Greaves, 2006). Além disso, observa-se uma 

maior frequência de casos entre os indivíduos do sexo masculino do que feminino 

(1,4:1), ainda que não exista alguma justificativa plausível (Moorman, 2016). 

A fim de que um protocolo adequado de tratamento seja designado aos 

pacientes, em um primeiro momento, estes são estratificados de acordo com o risco, 

seguindo os critérios do Instituto Nacional de Câncer (NCI: do inglês National Cancer 

Institute). Indivíduos entre 1 e 10 anos de idade, com leucometria inferior a 50x109 

células/L são classificados como de risco padrão; enquanto pacientes com idade 

inferior a 1 ano ou superior a 10 anos, com leucometria superior a 50x109 células/L 

são classificados como de alto risco (Smith et al, 1996). 

Com o passar das décadas, a LLA-CPB tem sido caracterizada por alterações 

cromossômicas estruturais e numéricas frequentemente associadas a estratificação 
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de risco prognóstico. Apesar deste perfil citogenético-molecular ser extremamente 

útil para o refinamento do prognóstico, na prática clínica ainda ocorrem muitas 

recaídas e falhas de tratamento mesmo nos grupos definidos como de bom risco 

prognóstico (Schultz et al, 2007; Woo et al, 2014). Entretanto, estudos demonstram 

que com abordagens mais modernas, as taxas de sobrevida livre de evento (SLE) 

podem atingir cerca de 90% (Vora et al, 2013; Vora et al, 2014). Isto é, estratificar de 

forma precisa cada paciente de acordo com o risco de recaída e submetê-los a 

tratamentos ditos personalizados. 

Figura 1.2. Alterações genéticas da LLA-CPB. Para que ocorra o processo de leucemogênese, são 

necessários eventos primários e secundários. Nesta figura, as cores indicam o risco prognóstico 

associado a cada grupo de alterações. Verde: bom prognóstico. Azul: intermediário. Vermelho: 

prognóstico adverso (Modificado de Moorman, 2016). 

 

1.2 PERFIL CITOGENÉTICO-MOLECULAR DA LLA-CPB 

Aproximadamente 75% dos casos de LLA-CPB apresentam alterações 

cromossômicas, denominadas primárias, juntamente com aberrações genéticas 

adicionais, sendo responsáveis pela ativação e manutenção dos clones leucêmicos 
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(Figura 1.2). Atualmente, a Organização Mundial de Saúde (OMS) utiliza as 

principais alterações primárias para classificar as LLAs–CPB (Arber et al, 2016). 

Assim como estas, outras alterações são comumente usadas como marcadores de 

prognóstico, estratificando os pacientes em três grandes grupos de acordo com o 

risco: i) alto, ii) intermediário, e iii) baixo (Figura 1.3) (Moorman, 2016). Em sua 

maioria, são rastreadas através da combinação das técnicas de hibridização in situ 

por fluorescência (FISH) e reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa 

(RT-PCR). 

Figura 1.3. Frequência das alterações primárias da LLA-CPB pediátrica. (A) Para alto risco, seis 

alterações foram associadas e estas estão presentes na minoria dos casos pediátricos. (B) Enquanto 

isso, cerca de 30% dos pacientes são classificados como B-other, apresentam rearranjos do IGH ou 

fusão gênica TCF3-PBX1. Para estes, a associação de risco é determinada como intermediária. (C) 

As duas anomalias associadas ao baixo risco representam cerca de 60% das LLAs-CPB (Modificado 

de Moorman, 2016). 

 

1.2.1 Biomarcadores de alto risco/prognóstico adverso 

São consideradas anormalidades de alto risco rearranjos envolvendo o gene 

KMT2A (MLL), as translocações t(9;22)/BCR-ABL1, t(17;19)/TCF3-HLF, além da 

amplificação intracromossomal no cromossomo 21 (iAMP21) e de alterações 

numéricas como ‘quase haploidia’ (menos que 30 cromossomos) e ‘baixa 

hipodiploidia’ (entre 30 e 39 cromossomos) (Figura 1.3A). 

O gene KMT2A pode ser encontrado rearranjado com diversos parceiros, 

sendo os principais: AFF1 (AF4), MLLT1 (ENL), MLLT4 (AF6), MLLT3 (AF9) e 
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MLLT10 (AF10) (Meyer et al, 2018). As principais consequências dessas alterações 

interferem tanto na capacidade de auto-proliferação quanto no crescimento 

descontrolado das células tronco. De forma geral, essas alterações acometem cerca 

de 9% dos casos de LLA-CPB pediátrica, entretanto, ao analisar a leucemia de 

lactentes (pacientes com idade inferior a 12 meses) essa frequência aumenta para 

mais de 80%. As baixas taxas de sobrevida e altas probabilidades de recaída fazem 

com que esses indivíduos sejam tratados de forma mais agressiva (Pieters et al, 

2007). 

A fusão gênica BCR-ABL1 decorre da translocação t(9;22)(q34;q11) e 

acomete cerca de 3-5% dos casos. Essa anomalia é considerada como alvo 

terapêutico para inibidor de tirosina quinase, isso porque seu produto proteico é 

responsável por aumentar de forma constitutiva a atividade da enzima tirosina 

quinase, resultando na ativação de diversas vias de sinalização, assim como no 

aumento da proliferação e desregulação da diferenciação celular (Lugo et al, 1990; 

Bose et al, 1998). Além disso, está associada a pacientes de idade avançada, com 

alta contagem leucocitária e infiltração do SNC (Crist et al, 1990). 

Através dos estudos de expressão gênica de larga escala foi possível 

observar que alguns casos de LLA-CPB, apesar da ausência de qualquer alteração 

primária conhecida, apresentavam perfil de expressão gênica semelhante ao 

observado em pacientes com BCR-ABL1 (den Boer et al, 2009). Estes casos 

geralmente recebem tratamento inadequado, visto que muitas vezes são 

classificados como de risco padrão pelos critérios do NCI (idade inferior a 10 anos e 

contagem leucocitária superior a 25x109céls/L). Entretanto, assim como os pacientes 

BCR-ABL1 positivos, estes casos estão associados a um prognóstico adverso. 

Denominados como BCR-ABL1-like, devido à dificuldade de identificação, muitos 

pacientes ainda são classificados no subgrupo B-other, que será discutido com mais 

detalhes no tópico seguinte.  

A t(17;19)(q22;p13) é responsável pela formação da fusão gênica TCF3-HLF, 

que acomete menos que 1% dos casos. Esta anomalia está associada a um pior 

prognóstico, assim como a pacientes mais velhos. O produto proteico codificado por 

essa fusão regula de forma aberrante genes responsáveis pela programação de 

morte celular em progenitores linfoides (de Boer et al, 2011). 
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A alteração iAMP21 caracteriza-se pela amplificação de no mínimo três 

cópias de uma grande e variável região do cromossomo 21. Ocorre em 

aproximadamente 2% dos casos de LLA-CPB, sendo estes pacientes mais velhos e 

com baixa contagem leucocitária. Sua identificação é importante, pois quando os 

indivíduos são submetidos a protocolos de risco padrão, há alta taxa de recaída, o 

que não é observado naqueles tratados pelo protocolo de alto risco (Harewood et al, 

2003; Moorman et al, 2007; Harrison et al, 2014). 

Por fim a hipodiploidia pode acometer 5-8% dos casos, compondo um 

pequeno, porém heterogêneo grupo. Pacientes classificados com ‘quase haploidia’ 

frequentemente tem os cromossomos 21, X, Y, 14 e/ou 18 afetados e estão 

associados à leucometria baixa. Da mesma forma são os indivíduos com ‘baixa 

hipodiploidia’, entretanto, é possível observar alteração também dos cromossomos 

1, 11, 19, entre outros e idade mais avançada. Ambos os grupos demonstraram 

associação a uma pior resposta terapêutica, com SLE em 3 anos de 29% (com 

intervalo de confiança entre 10-53%) (Harrison et al, 2004). 

 

1.2.2 Biomarcadores de risco/prognóstico intermediário 

Entre as alterações associadas ao risco intermediário estão os rearranjos 

envolvendo o gene IGH, a t(1;19)/TCF3-PBX1 e o grupo denominado B-other (Figura 

1.3B). 

Os rearranjos envolvendo o gene IGH são de frequência baixa, ocorrendo 

entre 2-5% de todos os casos de LLA-CPB pediátrica. Muitos parceiros envolvidos 

nos rearranjos já foram identificados, entretanto, o gene CRLF2 é o mais comum 

deles. A justaposição do gene parceiro na região de enhancer de IGH, devido a 

translocação, resulta na sua superexpressão (Russell et al, 2009; Dyer et al, 2010). 

A fusão gênica TCF3-PBX1 é resultante da translocação t(1;19)(q23;p13) e 

está presente em até 6% dos casos. Tanto o gene TCF3 quanto o PBX1 codificam 

proteínas importantes para o desenvolvimento linfoide. Dessa forma, observa-se que 

o produto proteico gerado pela justaposição destes genes atua reprimindo a 

diferenciação celular. Estes pacientes são classificados como sendo de risco 

intermediário, pois o desfecho clínico dependente da modalidade terapêutica 

utilizada (Harrison, 2001). 



 

 

7 

 

Pacientes sem nenhuma alteração primária conhecida são subcategorizados 

em um grupo chamado B-other. Por se tratar de um grupo altamente heterogêneo, 

inúmeros esforços foram realizados na última década para estratificar de forma 

adequada e precisa estes pacientes. Atualmente, estes indivíduos são separados de 

acordo com duas estratégias: i) presença de alterações secundárias preditoras de 

prognóstico (vide tópico 1.2.4); e ii) análise do perfil de expressão gênica para definir 

BCR-ABL1-like (Moorman, 2016). 

  

1.2.3 Biomarcadores de baixo risco/bom prognóstico 

Tanto a alta hiperdiploidia (entre 51-65 cromossomos) quanto a 

t(12;21)/ETV6-RUNX1 estão associadas ao baixo risco (Figura 1.3C). Juntas, estas 

alterações podem acometer cerca de 60% dos casos com LLA-CPB (Moorman, 

2016). 

A alteração numérica conhecida por alta hiperdiploidia é decorrente do 

desenvolvimento de clones celulares com múltiplas cópias de um ou mais 

cromossomos, como o X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 e 21 (Moorman et al, 1996; Paulsson et 

al, 2010). Além disso, é considerada a anomalia mais frequente na LLA-CPB 

pediátrica acometendo cerca de 28% dos casos, com taxas de SLE e sobrevida 

global (SG) de até 90% (Moorman et al, 2003; Dastugue et al, 2013; Ghazavi et al, 

2015). Entretanto, ainda há um grupo de pacientes associados a eventos de recaída 

(Pui et al, 1988; Heerema et al, 2000; Chen et al, 2015).  

A translocação mais comum na LLA-CPB, acometendo cerca de 25% dos 

casos, é t(12;21)(p13;q22) que resulta na fusão gênica ETV6-RUNX1. A proteína 

resultante dessa fusão é capaz de alterar a expressão normal de genes regulados 

tanto por ETV6 quanto por RUNX1, contribuindo para a iniciação da leucemogênese 

visto que ambos são fatores de transcrição necessários para a hematopoese normal 

(Fuka et al, 2011; Linka et al, 2013). Contudo, assim como em outras alterações, são 

necessários eventos genéticos adicionais para que ocorra a leucemia (Wiemels et al. 

1999; Mullighan et al, 2007). 
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1.2.4 Alterações adicionais recorrentes 

As anormalidades adicionais, também conhecidas como eventos secundários, 

são frequentemente mutações pontuais e/ou alterações no número de cópias, como 

deleções e amplificações. Os genes frequentemente alterados estão envolvidos em 

vias de diferenciação linfoide (PAX5, IKZF1, TCF3), regulação do ciclo celular 

(CDKN2A/B, RB1, TP53), proliferação e sobrevida celular (CRLF2, JAK2, RAS, 

FLT3), ou são cofatores de transcrição (ETV6, BTG1, CREBBP) (Figura 1.2). 

Técnicas como PCR seguido de sequenciamento e multiplex ligation-dependent 

probe amplification (MLPA) são utilizadas para o rastreamento destas alterações. 

Algumas destas alterações têm funções importantes na leucemogênese, na 

estratificação de risco e/ou na definição terapêutica (Ghazavi et al, 2015). 

Neste estudo, focaremos nas deleções encontradas no gene IKZF1. Diversos 

estudos demonstraram uma forte correlação entre a presença dessa alteração com 

o aumento da taxa de recaída e diminuição da SLE dos pacientes (Figura 1.4) 

(Martinelli et al, 2009; Mullighan et al, 2009; Kuiper et al, 2010; Chen et al, 2012; 

Dorge et al, 2013; Boer et al, 2016). As deleções em IKZF1 podem atingir 15% ou 

mais dos casos de LLA-CPB pediátrica, sendo muito prevalentes em dois 

subgrupos: BCR-ABL1-positivo, cerca de 70%; e BCR-ABL1-like, aproximadamente 

40% dos indivíduos (Mullighan, 2012). Estes resultados indicam que a detecção 

dessas alterações ao diagnóstico pode ser importante na identificação de pacientes 

com elevado risco de falha no tratamento.  

Figura 1.4. Taxas de sobrevida livre de doença e incidência cumulativa de recaída. Análise 

representativa das taxas de (A) sobrevida e (B) recaída, de acordo com a presença (linha azul) ou 

não (linha amarela) de deleções no gene IKZF1 (Modificado de Martinelli et al, 2009). 



 

 

9 

 

1.3 O GENE IKZF1 

O gene IKZF1 está localizado no braço curto do cromossomo 7, na região 1, 

banda 2, sub-banda 2 (7p12.2) e é composto por 8 éxons, sendo apenas as 

sequências entre o 2 e o 8 responsáveis pela codificação do fator de transcrição 

Ikaros (Figura 1.5A). Contudo, acredita-se que o éxon 1 seja necessário para 

regulação da transcrição (Iacobucci et al, 2012; Yoshida et al, 2013; Olsson & 

Johansson, 2015). Ikaros é responsável pela regulação do desenvolvimento das 

linhagens linfoides B e T, assim como rearranjo da imunoglobulina. 

Figura 1.5. Estrutura de IKZF1 e isoformas de Ikaros. (A) Representação esquemática do gene 

IKZF1, composto por 8 éxons (retângulos) e 6 dedos de zinco (ZF) representados pelas barras 

pretas. O fator de transcrição Ikaros é codificado pelos éxons de 2 a 8 (retângulos cor vinho). (B) 

Ikaros pode ser representado em 11 isoformas, ativadoras ou dominante-negativas, e é formado por 

um domínio de ligação ao DNA (DLD) e um domínio de dimerização (DD). (C) Com a formação de 

homodímeros pela ligação ao DD (retângulos cor azul-escuro), o complexo se liga ao DNA pelo DLD 

(retângulos cor azul-claro) sendo capaz de exercer sua função regulatória sobre outros genes. Seja 

ativando (círculo verde) ou reprimindo (círculo vermelho) seu alvo. Diante de uma proteína 

dominante-negativa, a resposta é uma formação de heterodímeros, que perde essa capacidade 

funcional (Modificado de Olsson & Johansson, 2015; Meyer et al, 2013; Raetz & Carroll, 2014). 
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Para que sua função normal seja exercida, duas estruturas proteicas devem 

estar presentes. A primeira trata-se do domínio de ligação ao DNA (DLD) na região 

N-terminal, formado por quatro dedos de zinco codificados pelos éxons 4, 5 e 6. A 

presença de, pelo menos, três destes já é suficiente para que ocorra a ligação de 

Ikaros a regiões específicas do DNA. A segunda estrutura compõe o domínio de 

dimerização (DD) na região C-terminal, formado por dois dedos de zinco codificados 

pelo éxon 8, essenciais para formação de homo ou heterodímeros com diferentes 

isoformas ou com outros membros de sua família, como Helios, Aiolos, Eos e 

Pegasus (codificados por IKZF2, IKZF3, IKZF4 e IKZF5, respectivamente) (Morgan 

et al, 1997; Kelley et al, 1998; Kaufmann et al, 2003; Iacobucci et al, 2012). 

Atualmente, já foram descritas onze isoformas de Ikaros devido ao 

mecanismo de splicing alternativo que afeta IKZF1 (Figura 1.5B) (Molnár et al, 1996; 

Klug et al, 1998; Rebollo & Schmitt, 2003). Seis destas proteínas são conhecidas 

como isoformas dominante-negativas, pois apresentam perda do DLD, mas o DD 

permanece inalterado. Isso possibilita a formação de dímeros sem que haja a função 

de Ikaros. Normalmente, essas isoformas são expressas em baixos níveis capazes 

de regular a atividade de outras cinco proteínas geradas. Estas são denominadas de 

ativadoras, pois permanecem com capacidade transcricional visto que ambos 

domínios foram preservados (Figura 1.5C) (Rebollo & Schmitt, 2003). 

A perda da atividade de Ikaros é geralmente uma consequência da presença 

de deleções genômicas em IKZF1 (descritas no tópico a seguir), mas também pode 

ser decorrente de alterações no mecanismo de splicing, elevando os níveis das 

isoformas dominante-negativas, e modificações pós-transducionais (Popescu et al, 

2009). A indicação de que este evento poderia estar envolvido no processo de 

leucemogênese veio de estudos utilizando camundongos. Observou-se que, na 

presença de mutações heterozigotas em Ikzf1, os animais desenvolviam leucemia 

ou linfoma de células T, resultante da diminuição da expressão de isoformas 

ativadoras ou aumento das dominante-negativas. Entretanto, esta condição não 

conduzia à leucemia de células B (Winandy et al, 1995; Papathanasiou et al, 2003, 

Dumortier, 2006). O que seria um resultado intrigante, pois em humanos, as 

alterações em IKZF1 acometem cerca de apenas 5% dos casos de LLA de células T 

e 15% da LLA-CPB (Marcais et al, 2010; Zhang et al, 2012). 
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A associação ganhou força por meio de outros estudos em modelos animais, 

onde se notou que a haploinsuficiência de Ikaros, na presença da fusão gênica 

BCR-ABL1, levava ao desenvolvimento acelerado da LLA-CPB (Virely et al, 2010). 

Atualmente, acredita-se que a perda de Ikaros, ocasionada por deleções em IKZF1 

levando a haploinsuficiência ou aumento da expressão de isoformas dominante-

negativas, seja um evento secundário na LLA-CPB. Evento este essencial para 

evolução do clone leucêmico. (Joshi et al, 2014; Schwickert et al, 2014). 

 

1.4 TIPOS DE DELEÇÕES EM IKZF1 E CLASSES FUNCIONAIS 

As deleções em IKZF1 observadas nos blastos dos pacientes variam entre 

alterações pontuais, intragênicas ou completas (Figura 1.6) (Mullighan et al, 2009; 

Caye et al, 2013; Dupuis et al, 2013; Meyer et al, 2013; Boer et al, 2016). A maioria 

são deleções monoalélicas, com apenas 12% dos casos sendo bialélicas. O gene 

IKZF1 também pode ser acometido por mutações, entretanto, estas representam 

10% dos casos de LLA-CPB e não estão associadas ao prognóstico destes 

pacientes. 

Figura 1.6. Frequência das alterações em IKZF1. (A) Frequência de acordo com os tipos de 

alterações no gene IKZF1: mutações, deleções intragênicas comuns (4-7 e 2-7), deleções 

intragênicas menos comuns e pontuais (outras deleções), e deleções completas. (B) Frequência das 

deleções de acordo com as classes funcionais: perda completa (devido as deleções bialélicas), 

haploinsuficiência (acometimento dos éxons 1, 2 e/ou 8) e dominante-negativo (deleções do 4-7) 

(Modificado de Kastner et al, 2013). 
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As deleções pontuais são aquelas que acometem um único éxon ou mais, 

separadamente, como por exemplo: deleção nos éxons 2 e 5. Geralmente, estas 

alterações são agrupadas com outras deleções, chamadas de intragênicas, que 

ocorrem com uma frequência mais baixa, como as deleções dos éxons 2-3, 2-8 e 4-

8. Juntas, elas representam cerca de 30% dos casos com alteração em IKZF1. Outro 

tipo de deleção intragênica é a que envolve os éxons 2 a 7, presente em 

aproximadamente 15% dos pacientes LLA-CPB com deleção em IKZF1, sendo a 

segunda mais frequente. A maioria dessas deleções levam a haploinsuficiência do 

gene, devido ao acometimento do éxon 1 ou 2, importantes para a tradução da 

proteína. Esta classe funcional também é associada as deleções envolvendo o éxon 

8, responsável pelo DD, pois sem este domínio Ikaros não é capaz de formar 

dímeros e exercer sua função (Dupuis et al, 2012; Kastner et al, 2013). 

Dessa forma, deleções completas, ou seja, de todo o gene também causam 

um efeito de haploinsuficiência. Estas, por sua vez, podem acontecer por diferentes 

motivos: deleção completa apenas do gene IKZF1; deleção do gene com pontos de 

quebra em regiões adjacentes; grandes deleções ou perda do braço pequeno do 

cromossomo 7; ou monossomia do 7 (Lopes et al, 2016). 

A deleção dos éxons de 4 a 7 é a mais comum, acometendo 30% dos 

indivíduos com IKZF1 alterado. Ela é responsável pela síntese aberrante de uma 

das isoformas dominante-negativas, a Ikaros 6 (ou Ik6), pois perde a capacidade de 

ligar ao DNA (DLD), embora ainda consiga formar dímeros com as isoformas 

ativadoras produzidas pelo alelo normal (Dupuis et al, 2012). Dessa forma, ela 

sequestra as suas proteínas normais, assim como as de sua família, reduzindo sua 

atividade. 

Recentemente, nosso grupo participou de um estudo colaborativo, que teve 

como objetivo avaliar o valor prognóstico das deleções raras de IKZF1 na LLA-CPB 

(Boer et al, 2016). Isso porque a associação do prognóstico adverso às deleções em 

IKZF1 são bem estabelecidas para 4-7 e 1-8. Os resultados demonstraram que 

pacientes com deleções raras em IKZF1 também apresentam diminuição das taxas 

de SLE e aumento de recaída (Figura 1.7A e B). Entretanto, é possível observar 

uma variabilidade na SLE de acordo com cada tipo de deleção (Figura 1.7C), sendo, 

desta forma, importante avaliar a consequência funcional destas alterações para 
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melhor compreensão do papel de IKZF1. Ainda não é totalmente claro se estas 

diferentes deleções estão associadas a diferentes mecanismos moleculares. 

Figura 1.7. Taxas de incidência acumulativa de recaída e sobrevida livre de doença em 

pacientes com e sem alterações em IKZF1. (A) Incidência acumulativa de recaída e (B) sobrevida 

livre de eventos dos pacientes com LLA-CPB e deleções raras de IKZF1 (DEL 2-3, DEL 2-7, DEL 2-8, 

DEL 4-8 e outras deleções) em relação àqueles com IKZF1 selvagem, DEL 4-7 e DEL 1-8. (C) 

Sobrevida livre de evento de acordo com cada tipo de deleção (Modificado de Boer et al, 2016). 

 

1.5 O FATOR DE TRANSCRIÇÃO IKAROS 

A linfopoiese depende de uma fina regulação da expressão de inúmeros 

genes específicos a cada estágio e linhagem celular através dos fatores de 

transcrição. Ikaros é considerado um dos principais reguladores deste processo, 

com função complexa e ainda com vários aspectos a serem esclarecidos 

(Georgopoulos et al, 1994; Kirstetter et al, 2002; Papathanasiou et al, 2003). 

Estudos demonstraram que altos níveis de Ikaros se encontram em regiões 

de heterocromatina pericentromérica, correlacionando com a localização de genes 

reprimidos transcricionalmente (Brown et al, 1997; Cobb et al, 2000) e embasando a 

hipótese de que esse fator de transcrição também exerce um papel no silenciamento 

gênico. Atualmente, acredita-se que Ikaros recruta fatores remodeladores de 

cromatina, regulando, de forma ativa ou repressora, a expressão gênica (Arenzana 

et al, 2015). Isso ocorre principalmente devido a sua associação com o complexo Mi-

2/NuRD, no qual combina remodelamento de nucleossomo dependente de ATP (Mi-

2) e atividades histona desacetilase, sendo capaz de ativar ou suprimir a expressão 
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de genes-alvo (Zhang et al, 1998; Shimono et al, 2003; Yoshida et al, 2008; Zhang et 

al, 2011). 

 

1.6 GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS 

Com o objetivo de elucidar os mecanismos pelos quais as deleções em IKZF1 

levam a leucemogênese e contribuem para um prognóstico adverso, alguns estudos 

realizaram análises em larga escala para expressão gênica em amostras com IKZF1 

selvagem e deletado (Iacobucci et al, 2012; Vitanza et al, 2014). Em outros 

trabalhos, por ensaios in vitro, também foi possível analisar estas duas condições 

(Ferreiros-Vidal et al, 2013; Schwickert et al, 2014). 

Figura 1.8. Expressão gênica em pacientes LLA-CPB IKZF1 selvagem e deletado. Heatmap 

esquemático de microarray demonstrando um perfil diferencial de expressão gênica entre 46 

pacientes com LLA-CPB separados em dois grupos: IKZF1 selvagem (n=32) e deletado (n=14). 

Observa-se que na presença da deleção, 972 genes são regulados positivamente, com destaque 

para GRB10. Enquanto isso, outros 657 são regulados negativamente, entre eles estão RAG1, EBF1 

e FIGNL1, alvos do estudo (Modificado de Vitanza et al, 2014). 

 

O resultado observado foi um padrão de expressão gênica diferencial entre os 

dois grupos (Figura 1.8), sendo IKZF1 deletado caracterizado por regulação negativa 

de genes envolvidos na linhagem celular B e na via de reparo do DNA, assim como 
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regulação positiva de genes envolvidos na progressão do ciclo celular, vias de 

sinalização e auto-renovação de células progenitoras. Todas as análises 

demonstraram uma enorme quantidade de genes diferencialmente expressos, 

dentre os quais destacamos quatro. 

 

1.6.1 RAG1 

RAG1 (Recombination Activating Gene 1) é um gene localizado na região 

cromossômica 11p12 responsável por codificar uma proteína essencial para 

formação e função adequada de células B, através do processo de recombinação 

V(D)J (Jung et al, 2006). Acredita-se que Ikaros, através de ligação a sítios em 

regiões promotoras ou enhancers, possa regular este gene. 

Ferreirós-Vidal e colaboradores, tentando elucidar o papel de Ikaros na 

especificação e diferenciação da linhagem celular B, analisaram a expressão 

diferencial de seus genes-alvo em linhagem celular (pré-B) codificando Ikaros 

selvagem ou Ikaros com deficiência no DLD, ou seja, presença de isoforma 

dominante-negativa. Foram observados 1982 genes regulados positivamente e 2486 

regulados negativamente na presença de Ikaros, envolvidos principalmente na 

sinalização do receptor de células B, progressão do ciclo celular e recombinação 

V(D)J. Dentre eles estava o gene Rag1, apresentando expressão aumentada dos 

níveis de expressão no grupo Ikaros selvagem quando comparado com o grupo 

alterado, sugerindo uma regulação positiva (Ferreiros-Vidal et al, 2013). 

 

1.6.2 EBF1 

O fator transcricional EBF1 (Early B-Cell Factor 1) se encontra na região 

cromossômica 5q33.3 e faz parte de uma família que desempenha papel importante 

no desenvolvimento de linfócitos, induzindo a expressão de genes específicos de 

células B e recombinação da imunoglobulina IGH, além de reprimir o 

desenvolvimento mieloide (Pongubala et al, 2008). 

Iacobucci e colaboradores investigaram os mecanismos associados com as 

deleções em IKZF1 em uma coorte de 51 pacientes adultos com LLA-B. Neste 

estudo, eles também demonstraram um perfil de expressão diferencial entre os 
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pacientes com IKZF1 selvagem (n=20) e deletado (n=31). Os resultados apontaram 

294 genes regulados positivamente, enquanto 128 outros genes estavam regulados 

negativamente, diante da deleção em IKZF1. Dentre estes, EBF1 foi selecionado 

para análises in vitro onde os autores confirmaram seu envolvimento com Ikaros, 

podendo ser observados sítios de ligação desta proteína na região promotora do 

gene. Além disso, eles demonstraram fortes linhas de evidência de que a deleção de 

Ikaros reduz diretamente a ativação de EBF1 em células leucêmicas, contribuindo 

para um bloqueio extensivo da diferenciação B (Iacobucci et al, 2012). 

 

1.6.3 FIGNL1 

Pouco se sabe sobre o gene FIGNL1 (Fidgetin Like 1) em toda literatura 

científica. Ele está localizado adjacente a IKZF1 na região cromossômica 7p12.1 e 

codifica um membro da família de proteínas AAA+ (ATPases associadas a várias 

atividades celulares), que desempenham funções importantes em diversos eventos 

celulares como desdobramento e degradação de proteínas, fusão de membrana e 

remodelamento de nucleossomos (Hanson & Whiteheart, 2005; Snider & Houry, 

2008). Dessa maneira, quando ocorre dano ao DNA, a proteína codificada por 

FIGNL1 é recrutada para os sítios específicos e, através da formação de um 

complexo com outras proteínas, realiza o reparo do DNA com eficiência via 

recombinação homóloga (Yuan & Chen, 2013). 

Schwickert e colaboradores, ao estudar sobre o controle de Ikaros nas células 

pró-B expressando transcritos de Ikzf1 alterado (deleção do éxon 8) e com 

transcritos completos, observaram 215 genes regulados ativamente contra 295 

regulados negativamente na presença do modelo selvagem. Os autores relataram 

que a expressão de Fignl1 estava entre 5-10x aumentada (Schwickert et al, 2014). 

Além disso, dados recentes do nosso grupo, demonstraram que a maioria das 

deleções completas em IKZF1 abrangem FIGNL1 (Lopes et al, 2016). 
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1.6.4 GRB10 

O gene GRB10 (Growth Factor Receptor Bound Protein 10) também se 

encontra na região cromossômica 7p12.1, adjacente a IKZF1, e codifica uma 

proteína pertencente a uma família de proteínas adaptadoras, que interagem com 

alguns receptores de tirosina quinase e moléculas de sinalização. No que diz 

respeito a leucemia, pouco se conhece sobre esse gene. Entretanto, já foi 

observado que em células de leucemia mieloide aguda (LMA), a proteína Grb10 se 

liga ao receptor FLT3, levando a ativação das vias de sinalização PI3K-Akt e STAT5, 

tendo como resultado um aumento na proliferação, sobrevida e formação de 

colônias de células hematopoiéticas. Além de uma parcial correlação da elevada 

expressão dessa proteína com recaída e prognóstico adverso (Kazi & Ronnstrand, 

2013). 

Na LLA-CPB, um recente estudo demonstrou que Grb10 pode estar envolvido 

na leucemogênese mediada pela fusão gênica BCR/ABL1. Através de modelo in 

vivo com knockdown dessa proteína, observou-se diminuição da proliferação, 

sobrevivência prolongada e reduzida capacidade de formação de colônia (Illert et al, 

2015). Vitanza e colaboradores, em 2014, através do painel de expressão gênica 

diferencial, demonstraram que o gene GRB10 estaria regulado positivamente em 

pacientes pediátricos com LLA-CPB e IKZF1 deletado (Vitanza et al, 2014). 

 

1.7 DELEÇÃO EM IKZF1 E BTG1 

O gene BTG1 (B-Cell Translocation Gene 1) está localizado na região 

cromossômica 12q21.33 e é membro de uma família anti-proliferativa. A expressão 

deste gene é elevada nas fases G0/G1 do ciclo celular, sendo posteriormente 

reduzida. BTG1 é responsável por codificar uma proteína capaz de co-regular o 

crescimento e co-ativar a diferenciação celular, interagindo com diversos receptores 

nucleares. Deleções neste gene são considerados eventos secundários na LLA-

CPB, sendo frequentemente encontrado nos subgrupos com as fusões ETV6-

RUNX1 e BCR-ABL1 (Tsuzuki et al, 2007; Xie et al, 2014). 

Recentemente, tem sido observado uma alta frequência de deleções no gene 

BTG1 dentro dos casos de LLA-CPB IKZF1 deletado. Scheijen e colaboradores, 

neste ano, associaram a presença concomitante de deleções em IKZF1 e BTG1 com 
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a redução de SLE e aumento de recaída em uma coorte de 533 crianças (Figura 

1.9). Além disso, ao tentar estabelecer que este genótipo combinado cooperava para 

a leucemogênese através de ensaios in vivo, observaram um aumento na incidência 

do tumor e aumento da resistência aos glicocorticoides (Scheijen et al, 2017).  

Figura 1.9. Taxas de incidência acumulativa de recaída e sobrevida livre de doença e em 

pacientes com alterações em IKZF1 e BTG1. (A) Incidência acumulativa de recaída e (B) Sobrevida 

livre de eventos de pacientes com LLA-CPB do grupo de oncologia pediátrico da Nova Zelândia e 

Austrália. wt: selvagem. del: deletado (Modificado de Scheijen et al, 2017). 
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

Como apresentado anteriormente, a LLA-CPB é a neoplasia mais comum 

entre as crianças, com cerca de 15% dos casos sendo acometidos por deleções em 

IKZF1. No decorrer dos anos, foi observado sua associação com o aumento das 

taxas de recaída em diversos protocolos, despertando o interesse do nosso grupo 

em contribuir, através de análises genômicas, para uma melhor compreensão destas 

alterações na leucemogênese. 

Recentemente, em um estudo colaborativo, foi demonstrado que a presença 

de deleções em IKZF1, independente do tipo, também confere uma pior SLE a estes 

pacientes (Boer et al, 2016). Apesar disso, hipotetizamos que a consequência 

funcional das deleções em IKZF1 pode apresentar variações, pois algumas destas 

alterações, descritas anteriormente, resultam em isoformas dominantes-negativas, 

enquanto outras na haploinsuficiência do gene. 

Estudos recentes já identificaram uma diferença de expressão gênica entre 

casos com ou sem deleção em IKZF1 (Iacobucci et al, 2012; Vitanza et al, 2014). 

Entretanto, não há relato se o perfil observado é influenciado pelos diferentes tipos 

de deleção encontrados em IKZF1. Portanto, com este estudo, pretendemos avaliar 

a hipótese de que os diferentes status de IKZF1 são capazes de mudar a expressão 

de genes-alvo. Entre estes, destacamos os genes EBF1, RAG1 e BTG1 por estarem 

envolvidos na linfopoiese B, além dos genes FIGNL1, envolvido na via de reparo do 

DNA, e GRB10, que interage com receptores de tirosina quinase.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

● Avaliar o impacto das deleções recorrentes no gene IKZF1 na regulação da 

expressão de seus genes-alvo em crianças com leucemia linfoblástica aguda 

de células precursoras B. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

● Avaliar os níveis de expressão relativa de IKZF1 e dos seus genes-alvo 

(RAG1, EBF1, FIGNL1, GRB10 e BTG1); 

● Associar a expressão de genes-alvo de IKZF1 com dados clínico-laboratoriais 

de pacientes com LLA-CPB; 

● Correlacionar a expressão dos genes-alvo com os tipos de deleção 

encontrados no IKZF1; 

● Validar os resultados através de análises in silico; 

● Correlacionar os níveis de expressão com o prognóstico dos pacientes. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 CASUÍSTICA 

Foram incluídas amostras de pacientes com idade igual ou inferior a 16 anos, 

diagnosticados com LLA-CPB entre o período de janeiro de 2004 a julho 2017. 

Pacientes com tratamento prévio com quimioterápicos e portadores de síndromes 

genéticas congênitas foram excluídos do estudo, assim como amostras com 

percentual de blastos inferior a 30% ou inviáveis para as análises laboratoriais. O 

presente estudo foi aprovado pelo comitê de ética e pesquisa (CEP) do INCA sob o 

número de protocolo #33709814.7.0000.5274 (Anexo 1). 

As amostras foram caracterizadas morfologicamente e imunofenotipicamente 

como LLA-CPB conforme os critérios de diagnóstico de LLAs previamente descritos 

(Catovsky et al, 1991; Béné, 2005), seguindo os procedimentos laboratoriais do 

Programa de Hematologia-Oncologia Pediátrico (PHOP) do INCA (Pombo de 

Oliveira et al, 2009). O perfil citogenético-molecular também foi determinado e com a 

caracterização completa dos casos (Arber et al, 2016), as amostras seguiram o 

fluxograma do estudo (Figura 4.1).  

Figura 4.1. Desenho esquemático do estudo. *Após a determinação do status de IKZF1, foram 

selecionados cerca de 20 casos em cada grupo com a finalidade de compor a coorte de descoberta, 

tornando possível as análises estatísticas comparativas entre eles. 
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4.2 DETERMINAÇÃO DO STATUS DE IKZF1 

O status de IKZF1 foi determinado como: a) selvagem; b) deletado do tipo 

haploinsuficiente (∆haplo), quando as deleções envolviam os éxons 1, 2 e/ou 8; e c) 

deletado do tipo dominante-negativo (∆dn), quando as deleções eram nos éxons 4, 5 

e 6. Para isso, foi utilizada a combinação das técnicas de MLPA e PCR Multiplex 

(MP-PCR), conforme descrito a seguir.  

 

4.2.1 Extração de ácido desoxirribonucleico (DNA) 

Os DNAs foram obtidos das amostras de aspirados de MO e/ou SP coletadas 

em EDTA, através de dois métodos diferentes: a) ensaio comercial QIAmp DNA 

Blood Mini Kit (Qiagen); e b) fenol-clorofórmio com uso do reagente TRIzol 

(Invitrogen). 

4.2.1.1 Ensaio comercial QIAmp DNA MiniBlood 

As amostras frescas, com quantidade suficiente de células, seguiram para o 

método de extração através do ensaio comercial QIAmp DNA Blood Mini Kit 

(Qiagen), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. 

Em tubos de 1,5 mL previamente identificados, foram adicionados 20 μL da 

proteinase K, 200 μL de amostra e 200μL de tampão de lise (Buffer AL). Após 

homogeneização em vórtex, as amostras foram incubadas a 56°C por 10 minutos no 

banho seco. Centrifugou-se brevemente os tubos para remover gotas da tampa e 

então, foram adicionados 200 μL de etanol 100%. Após nova homogeneização em 

vórtex, cada mistura foi transferida para uma coluna QIAamp Mini Spin, acoplada a 

um tubo coletor de 2 mL. As colunas foram centrifugadas a 8000 rpm por 1 minuto e 

o líquido filtrado foi descartado. Em seguida, 500 μL do tampão de lavagem 1 (Buffer 

AW1) foi adicionado a cada coluna, que foram centrifugadas a 8000 rpm por 1 

minuto e novamente, o líquido filtrado foi descartado. Adicionou-se 500 μL do 

tampão de lavagem 2 (Buffer AW2), as colunas foram centrifugadas na velocidade 

máxima de 14000 rpm por 3 minutos e o líquido filtrado foi novamente descartado. 

Esta última etapa de centrifugação foi repetida na mesma velocidade por 1 minuto e 

tanto o líquido filtrado quanto o tubo coletor foram descartados. Cada coluna foi 



 

 

23 

 

transferida para um tubo de 1,5 mL, precisamente identificado, sendo adicionados 

15 μL de tampão de eluição (Buffer AE). As amostras foram incubadas à 

temperatura ambiente por 1 minuto e, então, centrifugadas a 8000 rpm por 1 minuto. 

A etapa de eluição foi repetida, resultando em DNA no volume final de 30 μL. 

4.2.1.2 Reagente TRIzol 

As amostras que, após o procedimento para lise de hemácias, foram 

armazenadas a -80°C em 1 mL de TRIzol (Invitrogen), posteriormente, foram 

submetidas ao método de fenol-clorofórmio com base no protocolo fornecido pelo 

fabricante do reagente. 

Primeiramente, foram adicionados 200 µL de clorofórmio em cada amostra, 

homogeneizadas vigorosamente por alguns segundos. Após incubação à 

temperatura ambiente por 3 minutos, estas foram centrifugadas a 4°C por 15 

minutos a 14000 rpm. Dessa forma, foi obtida a separação das camadas orgânica, 

intermediária e aquosa (transparente). A fase aquosa foi transferida para um novo 

tubo precisamente identificado, que seguiu para extração do ácido ribonucleico 

(RNA) (vide tópico 4.3.1). As fases de baixo foram submetidas ao protocolo de 

extração do DNA descrito a seguir. 

Foram adicionados 300 µL de etanol 100% em cada tubo de amostra, e 

então, homogeneizadas por inversão. Após incubação à temperatura ambiente por 3 

minutos, estas foram centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos a 4°C e o 

sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspenso com 1 mL de solução de 

citrato de sódio 0,1M em etanol 10%. Após nova incubação à temperatura ambiente 

por 30 minutos, sempre misturando por inversão, foi realizada uma centrifugação a 

10000 rpm por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Então, a etapa de 

lavagem com a solução de citrato de sódio foi repetida. Em seguida, o precipitado foi 

eluído em 1,5-2 mL de etanol 75% e incubado por 15 minutos à temperatura 

ambiente, misturando por inversão periodicamente. Então, após nova centrifugação 

a 10000 rpm por 5 minutos a 4°C, os tubos contendo os precipitados foram deixados 

abertos à temperatura ambiente para que fosse retirado o máximo de etanol 

presente. Dessa forma, cada amostra foi dissolvida em 50 µL de tampão de eluição 

e incubadas por 6 minutos no banho seco a 68°C. Após a incubação, centrifugou-se 

a 12000 rpm por 10 minutos para que o material insolúvel fosse removido e em 
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seguida, o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um novo tubo 

identificado. 

O DNA obtido por este método foi submetido a uma etapa de precipitação 

com a finalidade de reduzir a concentração de contaminantes. Tal passo foi 

necessário devido as condições recomendadas para o uso com as sondas de MLPA.  

 

4.2.2 Quantificação do DNA 

A quantificação do DNA foi realizada após os processos de extração através 

da leitura no espectrofotômetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). A 

mensuração da quantidade de DNA obtida das amostras foi realizada utilizando 1 µL 

de cada. A unidade de concentração foi dada em ng/µL, sob absorbância medida à 

260 nm. Contudo, foi utilizado como valores de referência, da razão dos 

comprimentos de onda 260 nm e 280 nm, números próximos a 1,8, para verificar a 

pureza das amostras. 

 

4.2.3 Identificação de alterações no número de cópias por MLPA 

Após a obtenção do DNA, as amostras foram submetidas a técnica de MLPA 

para detecção de deleções em IKZF1 (Schwab et al, 2010; Barbosa et al, 2015). 

Considerada como técnica padrão para tal finalidade, a MLPA se baseia em uma 

reação em cadeia da polimerase onde as sondas hibridizadas em uma sequência de 

DNA alvo específica são amplificadas utilizando apenas um par de 

oligonucleotídeos, permitindo a quantificação comparativa de múltiplos alvos 

(Schouten et al, 2002). Dessa forma, a reação pode ser dividida em cinco etapas: i) 

desnaturação do DNA; ii) hibridização das sondas; iii) reação de ligação; iv) reação 

de PCR; e v) análise dos fragmentos (Figura 4.2). 
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Figura 4.2. Desenho esquemático da técnica de MLPA. Essa técnica consiste em 5 etapas: 

desnaturação do DNA; hibridização das sondas (quer sejam comerciais ou não); ligação pela enzima 

ligase; reação de PCR propriamente dita; e por fim, análise dos fragmentos. 

 

4.2.3.1 Ensaios comerciais com sondas para IKZF1 

Primeiramente, foi utilizado o ensaio comercial SALSA MLPA P335 ALL-

IKZF1 (MRC-Holland) que contém 1 sonda localizada em cada éxon de IKZF1, além 

de sondas em outros genes como PAX5, ETV6, RB1, BTG1, EBF1, CDKN2A-

CDKN2B e região PAR1 (SHOX area, CRLF2, CSF2RA, IL3RA e P2RY8). 

Com o objetivo de confirmar as alterações observadas em IKZF1, uma outra 

reação foi realizada, agora com o ensaio comercial SALSA MLPA P202 IKZF1 

(MRC-Holland). Este ensaio contém 2 sondas em cada éxon de IKZF1, além de 

sondas em outros genes como FIGNL1, DDC, ZPBP, IKZF2, IKZF3, CDKN2A-

CDKN2B, MIR31, IGHD, MTA1 e KIAA0284. 

4.2.3.2 Reação de MLPA 

Para ambos os ensaios, foram utilizadas pelo menos 3 amostras controles por 

reação. Estas são derivadas de uma mistura de amostras de crianças cujo 

diagnóstico de leucemia foi descartado, submetidas às mesmas condições de 

extração daquelas a serem comparadas. 

Dessa forma, 100 ng de DNA de todas as amostras foram desnaturados a 

98°C por 40 minutos e em seguida, uma mistura contendo as sondas do respectivo 

ensaio comercial foi adicionada. A solução resultante foi aquecida a 98°C por 1 
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minuto, com posterior incubação a 60°C por 16-18 horas, para hibridização das 

sondas. Na etapa seguinte, a enzima Ligase-65 foi adicionada e incubou-se por mais 

15 minutos a 54°C. Após inativação da mesma a 98°C por 5 minutos, uma nova 

mistura contendo os oligonucleotídeos direto e reverso, com um deles marcado com 

fluorocromo, do respectivo ensaio comercial foi adicionada para etapa de PCR. A 

solução final foi submetida às seguintes condições: 95°C por 30 segundos, 60°C por 

30 segundos e 72°C por 1 minuto em 35 ciclos, e 72°C por 20 minutos. 

Para cada amostra, 0,8 µL do produto e 0,2 µL do marcador padrão 

GeneScan LIZ 500 (Applied Biosystems) foram adicionados em 9 µL de Formamida 

Hi-Di (Life Technologies) e transferidas para uma placa de 96 poços. As amostras 

foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos e, posteriormente, resfriadas por 2 

minutos no gelo. No sequenciador ABI 3130xl (Applied Biosystems), os fragmentos 

de PCR foram separados por eletroforese capilar e os dados coletados através de 

fluorescência. Como etapa final, as análises dos fragmentos foram realizadas 

através do programa GeneMarker versão 2.2.0 (SoftGenetics), onde os parâmetros 

utilizados para determinação do valor de pico relativo foram: valores entre 0,75 e 1,3 

considerados padrão normal; valores abaixo de 0,75 considerados padrão de perda 

(deleção); e valores acima de 1,3 considerados padrão de ganho (amplificação) 

(Schwab et al, 2010; Barbosa et al, 2015). 

 

4.2.4 Confirmação de deleções recorrentes por MP-PCR 

A técnica de MP-PCR consiste em uma variante de PCR que permite a 

amplificação de várias regiões de interesse em uma única reação devido ao uso de 

mais de um par de oligonucleotídeos. As reações, denominadas A e B, empregadas 

para a identificação de deleções em IKZF1 foram previamente descritas por Meyer 

et al. em 2013. A reação A permite a detecção de deleções que acometem os éxons 

2 e 3 (Δ2-3), enquanto que a reação B detecta deleções que afetam os éxons 2 a 7 

(Δ2-7), 2 a 8 (Δ2-8), 4 a 7 (Δ4-7) ou 4 a 8 (Δ4-8) (Meyer et al, 2013). No presente 

estudo, esta metodologia foi utilizada como teste confirmatório das deleções 

encontradas por MLPA (ensaio comercial SALSA MLPA P335 ALL-IKZF1). 

Os oligonucleotídeos utilizados em ambas as reações estão listados na tabela 

4.1. Para a reação A os oligonucleotídeos foram separados em 3 diferentes 
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misturas: i) MP-F: oligonucleotídeos de sentido direto; ii) MP-R1: oligonucleotídeos 

de sentido reverso numerados ímpares; e iii) MP-R2: oligonucleotídeos de sentido 

reverso numerados pares. Cada oligonucleotídeo, ou mistura, foi usado na 

concentração de 0,4 µM, além de dNTP 0,2 µM (GE Healthcare). Os demais 

reagentes disponibilizados pelo ensaio comercial Platinum Taq DNA polymerase 

High Fidelity (Invitrogen), foram usados nas seguintes concentrações: solução de 

tampão 1x, MgSO4 2,5 mM e 1U de Taq Polymerase High Fidelity. A concentração 

de DNA utilizada foi de 200 ng por reação, possuindo cada uma um volume final de 

50µL. 

 

Tabela 4.1. Sequência dos oligonucleotídeos de IKZF1 para as reações do MP-PCR. 

Legenda do nome de cada oligonucleotídeos: nome do gene, seguido do local de anelamento (I – 

íntron; E – éxon; 3U – 3-UTR; HS – Hotspot) e da direção da fita (F – direto/ R – reverso) 

 

A estratégia de ciclagem adotada foi de PCR de longa distância (LD-PCR) 

com duração média de 13 horas. Em uma fase inicial, as amostras são submetidas a 

temperatura de 93°C por 3 minutos, seguida de 10 ciclos com desnaturação em 15 

segundos a 93°C, anelamento em 30 segundos a 62°C e extensão em 18 minutos a 

68°C. A partir daqui, iniciam-se 32 ciclos com desnaturação a 93°C por 15 

segundos, anelamento a 62°C por 30 segundos e extensão a 68°C por 18 minutos, 

sendo que nesta última são adicionados 20 segundos por ciclo; e então a ciclagem é 

finalizada com uma fase de extensão de 68°C por 10 minutos. 

Os produtos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, pós 

corado em solução de brometo de etídio (Invitrogen) e visualizados com o auxílio de 

um transiluminador UV ChemiDoc™ (Bio-Rad). 
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4.3 QUANTIFICAÇÃO RELATIVA DO NÍVEL TRANSCRICIONAL DOS GENES DE 

INTERESSE 

Após a determinação do status de IKZF1 nos blastos dos pacientes, os níveis 

de RNA foram quantificados, de acordo com os genes selecionados para este 

estudo, através da técnica de PCR quantitativo (qPCR), seguindo as diretrizes 

propostas no Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR 

Experiments (MIQE). Para isso, foram observados padrões de preparo e de 

qualidade das amostras até a execução da metodologia propriamente dita (Nolan et 

al, 2006; Bustin et al, 2009).  

 

4.3.1 Extração de ácido ribonucleico (RNA) 

O RNA foi obtido pelo método de fenol-clorofórmio com o uso do reagente 

TRIzol (Invitrogen) antes da extração de DNA (vide tópico 4.2.1.2). Após a 

separação das camadas, a fase aquosa de cada amostra foi transferida para um 

novo tubo precisamente identificado e seguiu para isolamento de RNA conforme 

protocolo disponibilizado pelo fabricante do reagente. 

Em cada tubo foram adicionados 500 µL de isopropanol 100%. Após 

incubação à temperatura ambiente por 10 minutos, o material foi centrifugado a 4°C 

por 10 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado e então, o precipitado 

foi ressuspendido com 1 mL de etanol 75%. Centrifugou-se novamente a 14000 rpm, 

entretanto, por apenas 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Os tubos 

foram deixados abertos por 5-10 minutos à temperatura ambiente para secagem do 

precipitado. Ao final, foram adicionados 20 µL de água DEPC e após 

homogeneização, as amostras foram incubadas por 10 minutos a 55-60°C em banho 

seco. 

 

4.3.2 Quantificação e qualidade do RNA 

O RNA extraído foi quantificado através da leitura no espectrofotômetro 

NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific), utilizando apenas 1 µL de cada amostra. 

A unidade de concentração foi dada em ng/µl, sob absorbância medida à 260 nm. 
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Para verificar a pureza, foram considerados como valores de referência números 

próximos a 2,0, resultantes da razão dos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. 

A qualidade dessas amostras foi avaliada através de eletroforese em gel de 

agarose 1,5% pré-corado com 3 µL GelRed (Uniscience) ou pós-corado em solução 

de brometo de etídio (Invitrogen). Pelo menos 200 ng de RNA foram aplicados no 

gel, que logo após a corrida eletroforética, puderam ser visualizados com o auxílio 

do transiluminador UV E-Gel Imager (Life Technologies) ou UV ChemiDoc™ (Bio-

Rad), dependendo do corante utilizado. As amostras consideradas íntegras ainda 

foram submetidas ao processo de purificação.   

 

4.3.3 Purificação de RNA 

Após estas etapas, o RNA foi purificado utilizando o ensaio comercial 

PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen), seguindo o protocolo padrão disponibilizado pelo 

fabricante. 

Cerca de 10-20 µL das amostras foram separadas para o procedimento de 

purificação. O mesmo volume foi utilizado para adicionar a solução de tampão de 

lise com 1% de 2-mercaptoetanol, assim como para adicionar etanol 100% em cada 

tubo. Após homogeneizar por vórtex, o volume total da amostra foi transferido para 

uma coluna Spin Cartridge, com um tubo coletor. Centrifugou-se por 15 segundos a 

14000 rpm e descartou-se o líquido filtrado. Em seguida, foram adicionados 500 µL 

de tampão de lavagem 2 com etanol. Centrifugou-se novamente por 15 segundos a 

14000 rpm e descartou-se o líquido filtrado. A etapa de lavagem foi repetida mais 

uma vez. Por fim, a coluna foi novamente centrifugada a 14000 rpm por 1 minuto, 

para secar a membrana contendo o RNA. O tubo coletor foi descartado e a coluna 

foi colocada em um novo tubo de 1,5 mL identificado. O volume de água DEPC 

utilizada para eluir a amostra foi dependente da concentração e do volume inicial do 

RNA. Uma parte do volume foi adicionada à coluna, que ficou incubada à 

temperatura ambiente por 1 minuto. Em seguida, foi realizada uma centrifugação de 

14000 rpm por 2 minutos. O restante do volume foi adicionado posteriormente, 

repetindo as etapas de incubação e centrifugação. 

Com o RNA purificado, as análises de quantificação e qualidade foram 

novamente realizadas de modo semelhante ao descrito no tópico 4.3.2. Apenas as 
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amostras com boa quantificação e qualidade seguiram para a síntese do DNA 

complementar (cDNA). 

 

4.3.4 Síntese de DNA complementar (cDNA) 

O cDNA foi obtido através do ensaio comercial SuperScript VILO Master Mix 

(Invitrogen). Esta mistura combina, em um único tubo, SuperScript III Reverse 

Transcriptase e outros componentes de reação da transcriptase reversa (RT). 

4.3.4.1 Reação de síntese de cDNA 

Para síntese de 500 ng de RNA em no máximo 18 µL (volumes abaixo foram 

completados com água DEPC), foram utilizados 2 µL de SuperScript VILO Master 

Mix (Invitrogen). A mistura foi homogeneizada e levada ao termociclador sob as 

condições: 25°C por 10 minutos, 42°C por 60 minutos, e 85°C por 5 minutos. 

4.3.4.2 RT-PCR para amplificação do gene constitutivo GAPDH 

A técnica de RT-PCR foi empregada neste momento do estudo para analisar 

a integridade dos cDNAs através da amplificação do gene constitutivo GAPDH. A 

sequência dos oligonucleotídeos usados estão na tabela 4.2. 

 

Tabela 2. Sequência dos oligonucleotídeos do gene GAPDH para reação de RT-PCR. 

 

As condições para a reação com volume final de 20 µL foram: 0,8 µl de cDNA, 

oligonucleotídeos 0,2 µM, dNTPs 0,15 µM (GE Healthcare); e solução tampão 1X, 

MgCl2 2,5 mM e 1U de Taq DNA polimerase, reagentes disponibilizados pelo ensaio 

comercial Taq DNA Polymerase (Invitrogen). Em um termociclador, foi programada a 

seguinte ciclagem: desnaturação inicial a 95°C por 30 segundos; 35 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e 

extensão a 72°C por 45 segundos; e extensão final a 72°C por 10 minutos. 
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Após corrida eletroforética, os produtos de PCR foram visualizados em gel de 

agarose 2% pré-corado com 3 µL GelRed (Uniscience) ou pós-corado em solução de 

brometo de etídio (Invitrogen), com auxílio do transiluminador UV E-Gel Imager (Life 

Technologies) ou UV ChemiDoc™ (Bio-Rad), respectivamente. O tamanho do 

produto de PCR esperado foi de 419 pb (Figura 4.3). 

Figura 4.3. Eletroforese em gel de agarose para a reação de RT-PCR. Visualização dos cDNAs 

íntegros de pacientes (2 ao 7); junto com controle negativo (1). PM: peso molecular de 100pb. 

 

4.3.5 Quantificação gênica por RT-qPCR 

Com os cDNAs funcionantes, foi iniciado o procedimento para quantificação 

dos níveis de expressão gênica nas amostras selecionadas. A técnica empregada, 

nesta etapa, foi a RT-qPCR, que permite a detecção e quantificação, em tempo real, 

dos produtos amplificados a cada ciclo, devido a sua proporcionalidade com sinal 

fluorescente mensurado. 

Dois sistemas de detecção foram usados na metodologia, por questões de 

custos. Enquanto os genes RAG1, EBF1, FIGNL1, GRB10 e BTG1 foram 

submetidos a técnica de RT-qPCR com sondas hidrolisáveis, IKZF1 foi submetido a 

mesma, contudo pelo método de agentes intercalantes de fita-dupla, ambos 

discutidos separadamente nos tópicos abaixo. O gene de referência utilizado nos 

dois sistemas foi o 18s rRNA, identificado através de dados obtidos previamente no 

nosso grupo (Barbosa, 2017). 

4.3.5.1 Ensaio com sondas hidrolisáveis 

Esta metodologia consiste numa reação de PCR utilizando oligonucleotídeos 

específicos para a região de interesse, além de sondas também específicas 
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contendo em suas extremidades um fluoróforo e um quencher (absorve a 

fluorescência). Ocorrendo a hibridização destas estruturas ao cDNA, a síntese 

começa a ser realizada por uma enzima também capaz de degradar a sonda 

anelada. Uma vez que a ligação entre os compostos é rompida, o fluoróforo passa a 

emitir fluorescência que é capturada pelo aparelho adequado. 

Para este ensaio, utilizamos as placas customizadas TaqMan array 96-well 

plate (Thermo Fisher Scientific) com os oligonucleotídeos dos genes 18s rRNA, 

RAG1, EBF1, FIGNL1, GRB10 e BTG1 liofilizados por linha. Cada placa foi 

preparada com 12 amostras. Para o preparo da reação, foram usados TaqMan 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific): AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, UP (Ultra 

Pure), dNTPs (com dUTP), ROX™ Passive Reference, Uracil-N glycosylase (UNG) e 

componentes de tampão otimizados; água DEPC e cDNA na concentração de 9,3 

ng. De acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante, para cada amostra foi 

preparada uma mistura de 8 reações, contendo 90 µL de TaqMan Master Mix 90 µL 

de cDNA mais água DEPC. Após homogeneização, foram aplicados 20 µL em cada 

poço e a reação seguiu para o aparelho sendo submetida a ciclagem esquematizada 

na figura 4.4A. 

Figura 4.4. Ciclagem das reações para RT-qPCR. (A) Esquema de ciclagem utilizada para as 

reações com as sondas TaqMan. (B) Etapas realizadas na ciclagem para reações com o corante 

BRYT Green. 
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4.3.5.2 Ensaio com agentes intercalantes de fita-dupla 

Para esta metodologia foi utilizado o ensaio comercial GoTaq qPCR master 

mix, no qual o BRYT Green é o agente intercalante de fita-dupla. Dessa forma, o 

cDNA é desnaturado e os oligonucleotídeos específicos para a região de interesse 

se anelam a fita molde. Conforme a nova fita vai sendo sintetizada, moléculas deste 

agente se intercalam nos sulcos formados, emitindo fluorescência que será 

capturada pelo equipamento. 

Ambos os genes IKZF1 e 18s rRNA foram quantificados por este método 

(Tabela 4.3). As amostras foram realizadas em duplicatas e o Ct (cycle threshold), 

detalhado no tópico abaixo, utilizado foi a média daqueles obtidos em cada amostra. 

A concentração utilizada de cDNA foi de 12,5 ng, com GoTaq qPCR master mix, 

água livre de nucleases e oligonucleotídeos de sentido direto e reverso, de IKZF1 

para reação 1 e 18s rRNA para reação 2. O volume final em cada poço foi de 30 µL 

e a reação foi submetida a ciclagem esquematizada na figura 4.4B. 

 

Tabela 4.3. Sequência dos oligonucleotídeos usados na reação de RT-qPCR. 

aObtidos de Iacobucci et al, 2009. E: éxon; F e S: sentido direto; R e AS: sentido reverso. 

 

4.3.5.3 Determinação do Delta Ct (∆Ct) 

Todas as reações de RT-qPCR foram conduzidas no aparelho ViiA 7 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems) e processadas pelo programa QuantStudio 

Real-Time PCR versão 1.2 (Applied Biosystems) (Figura 4.5). A partir do gráfico 

gerado, um threshold, ou seja, um limiar de detecção do início da fase exponencial 

de amplificação foi determinado para cada reação. As reações derivadas do ensaio 

por sondas hidrolisáveis foram submetidas a um threshold de 0,03, enquanto as 

derivadas do ensaio por agente ligante ao DNA a um threshold de 0,14. Desta 

forma, o valor do Ct, ou seja, o número de ciclos necessários para o início da 

amplificação, pôde ser determinado para cada amostra, permitindo a quantificação 



 

 

34 

 

relativa do gene de interesse. Após a correção pelo Ct do gene de referência (∆Ct = 

Ctgene de interesse - Ctgene de referência), o valor utilizado para análise de expressão foi o de 

1/ ∆Ct (Schmittgen & Livak, 2008). 

 

Figura 4.5. Exemplo de reação processada pelo programa QuantStudio Real-Time PCR. A figura 

demonstra um exemplo de reação, usando TaqMan, analisada pelo programa. À esquerda: gráfico 

gerado, em função logarítmica, pelo sinal de fluorescência obtido em cada ciclo com threshold 

determinado (linha azul). À direita: representação do posicionamento de cada alvo e amostra nesta 

placa. 

 

4.4 VALIDAÇÃO DOS RESULTADOS 

A validação dos resultados obtidos neste estudo foi realizada em uma coorte 

independente de pacientes através de análises in silico, utilizando dados 

disponibilizados online pela iniciativa Therapeutically Applicable Research to 

Generate Effective Treatments (TARGET) 

(https://ocg.cancer.gov/programs/target/data-matrix). Esta etapa foi realizada em 

conjunto com a Dra. Mariana Boroni, no Laboratório de Bioinformática e Ciência 

Computacional (LBBC) do INCA. 

Os dados foram obtidos do projeto TARGET Acute Lymphoblastic Leukemia, 

que tem como objetivo elucidar a caracterização molecular para determinar as 

mudanças genéticas responsáveis pela iniciação e progressão das LLAs pediátricas 

difíceis de serem tratadas. Este projeto foi gerado em duas fases distintas: a) fase 
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piloto (ALL Phase I); e b) fase de expansão, subdividida em descoberta e validação 

(ALL Phase II). Apenas as fases piloto e de descoberta foram utilizadas para a etapa 

de validação do presente projeto, devido a disponibilidade dos dados. 

Através do arquivo .xlsx contendo as características clínicas dos pacientes, foi 

possível selecionar apenas os casos diagnosticados com LLA-CPB e excluir aqueles 

com síndrome de Down. Todas as amostras utilizadas nas metodologias abaixo 

foram derivadas de MO e/ou SP colhidas ao diagnóstico. Os detalhes sobre a 

manipulação dos materiais e dos dados gerados estão depositados no endereço 

eletrônico do projeto, com o título TARGET Project Experimental Methods. 

 

4.4.1 Determinação do status de IKZF1 

O passo seguinte foi determinar o status de IKZF1 nas amostras dos 

pacientes. Para isso, foram utilizados dados abertos de whole genome sequencing 

(WGS), possibilitando a identificação de alterações no número de cópias. Cada 

arquivo MAF foi gerado pela análise da amostra de diagnóstico pareada com a 

amostra referência (de remissão). Selecionamos apenas os arquivos para número 

de cópias cromossômicas, disponíveis por paciente no formato .tsv. O material era 

composto por colunas anotadas com: cromossomo analisado; início e final da região; 

classificação da ploidia; genes presentes na região; entre outras informações. 

Estes arquivos foram trabalhados utilizando o ambiente estatístico R. Através 

de uma busca com o comando grep pelo parâmetro ‘IKZF1’, selecionamos todos os 

casos que apresentavam alguma alteração nesse gene. Até este momento, os 

pacientes foram identificados, em uma nova coluna, como IKZF1 selvagem, deletado 

ou amplificado. Entretanto, os casos com amplificação de IKZF1 foram excluídos 

para a etapa de análises de expressão. 

Para determinar qual o tipo de deleção presente nos indivíduos com IKZF1 

deletado, foi utilizado o genoma de referência GRCh37 em arquivo .gtf. Extraímos do 

mesmo as regiões correspondentes ao início e final de cada éxon do transcrito 

IKZF1-001. A tabela contendo essas informações, assim como aquela com as 

regiões afetadas de IKZF1 de todos pacientes, foram transformadas para classe 

GRanges usando o pacote GenomicRanges versão 1.26.4 (Bioconductor) a fim de 

serem submetidas ao comando findOverlaps. Dessa forma, cada região pode ser 
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identificada e os pacientes classificados pelo tipo de deleção em IKZF1: ∆haplo ou 

∆dn (vide tópico 4.2). 

 

4.4.2 Expressão relativa de genes (RNA-seq) 

Para determinar a expressão dos genes de interesse, os dados selecionados 

foram de RNA-seq obtidos pelo sequenciamento do cDNA na plataforma HiSeq 2000 

(Illumina), no modo ‘paired-end’. As reads sequenciadas foram alinhadas ao genoma 

de referência GRCh37. Os dados pré-processados da quantificação gênica foram 

disponibilizados em arquivos .txt para cada paciente. 

Utilizando novamente o ambiente estatístico R, foi possível extrair apenas a 

contagem bruta das reads, assim como os genes quantificados por cada uma delas, 

de todos os pacientes e depositar em nova tabela. Em seguida, através do pacote 

DESeq2 versão 1.14.1 (Bioconductor), foi realizada a análise de expressão 

diferencial pelo comando DESeq, após filtro de contagens reduzidas de reads (no 

mínimo 5). Os dados de entrada foram decorrentes da tabela com a contagem de 

reads e daquela com dados clínico-laboratoriais e status de IKZF1 de cada paciente, 

mensurando o efeito desta última condição. Os valores normalizados foram obtidos 

pelo comando counts e usados para as análises de expressão. 

 

4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Todos os gráficos e análises apresentados neste estudo também foram 

realizados utilizando o ambiente estatístico R. 

Dessa forma, os heatmaps foram gerados com os dados de expressão 

utilizando o pacote Pheatmap versão 1.0.8 (CRAN-R). Já os demais gráficos foram 

gerados por comandos a partir do pacote Ggplot2 versão 2.2.1 (CRAN-R). 

Através do pacote Ggpubr versão 0.1.6 (CRAN-R), o teste de Mann-Whitney 

foi aplicado para análise comparativa dos dados de expressão de todos os genes 

estudados, seja com os dados clínicos-laboratoriais dos pacientes ou com o status 

de IKZF1. Os resultados com P-valor menor do que 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 

A SG e SLE foram estimadas através do método de Kaplan-Meier nos casos 

da coorte de validação, de acordo com os critérios de estratificação de risco do NCI, 
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status de IKZF1 e expressão dos genes estudados. Para SG, consideramos o 

tempo, em meses, desde o diagnóstico até o óbito, enquanto que para SLE, o tempo 

foi determinado até o primeiro evento, sendo este o óbito, recaída ou neoplasia 

maligna secundária. Todas as análises foram realizadas pelo pacote Survival versão 

2.41-3 (CRAN-R), com resultados considerados estatisticamente significantes diante 

de P-valor menor que 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS PACIENTES 

Os pacientes das coortes de descoberta e validação foram caracterizados de 

acordo com os dados clínico-laboratoriais, como: idade (meses), sexo, leucometria 

(x 109 células/L), subtipo citogenético-molecular e classificação de risco prognóstico 

(Moorman, 2016), além do status de IKZF1. 

 

5.1.1 Coorte de Descoberta 

No período deste estudo (2004-2017), 540 pacientes foram diagnosticados 

com LLA-CPB. A maioria destes tinham idade inferior à 120 meses (80,7%) e eram 

do sexo masculino (56,5%). Além disso, 70% apresentavam leucometria inferior ou 

igual a 50 bilhões de células por litro e 47,0% puderam ser classificados como B-

other (Tabela 5.1).  

Os casos diagnosticados entre os anos de 2004 a 2011 foram previamente 

caracterizados quanto ao status de IKZF1 (Barbosa et al, 2015). A outra parte dos 

casos também foi submetida a técnica de MLPA (SALSA MLPA P335 ALL-IKZF1) e 

em caso de deleção, confirmada por MLPA (SALSA MLPA P202 IKZF1) ou MP-

PCR. Esta etapa foi realizada juntamente com a Dra. Thayana da Conceição 

Barbosa, no PHOP, durante meu projeto de iniciação científica e no presente estudo. 

Ao final das análises, 22,6% (122/540) dos pacientes apresentaram deleção em 

IKZF1, sendo 79,5% (97/122) deleção do tipo haploinsuficiente (∆haplo) e 20,5% 

(25/122) deleção do tipo dominante-negativa (∆dn). Os demais casos (418/540) 

foram considerados do tipo selvagem. 

Após a determinação do status de IKZF1 e conforme os critérios definidos na 

metodologia, 72 amostras foram selecionadas com a finalidade de compor a coorte 

de descoberta e prosseguir com o fluxograma do estudo. Sendo assim, 37,5% 

(27/72) dos casos eram do tipo selvagem, enquanto 34,7% (25/72) eram ∆haplo e 

27,8% (20/72) eram ∆dn. A maioria dos pacientes na coorte de descoberta tinha 

idade inferior a 120 meses (70,8%), era do sexo masculino (55,6%), com contagem 

leucocitária inferior ou igual a 50 bilhões de células por litro (59,7%) e foram 

classificados pelo subtipo citogenético-molecular B-other (64,5%) (Tabela 5.1). 
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Tabela 5.1. Características dos pacientes com LLA-CPB. 

aTodos os casos no período definido do estudo; bCasos selecionados para o estudo; cSérie independente de casos 

obtidos pelo projeto TARGET; dOs percentuais foram calculados pelo número total de pacientes classificados 

(N=302, N=62 e N=129, respectivamente); eNegativo para as alterações citogenética-moleculares avaliadas; fNão 

avaliado; gNão definido; hClassificados de acordo com o subtipo citogenético-molecular (Moorman, 2016). 

 

5.1.2 Coorte de Validação 

Foram disponibilizados, pelo projeto TARGET Acute Lymphoblastic Leukemia, 

dados de 1035 pacientes nas fases selecionadas (vide tópico 4.4), mas apenas 

aqueles com doença decorrente de células precursoras B e sem Síndrome de Down 
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(n=957) prosseguiram para as próximas etapas. Destes, somente 149 indivíduos 

apresentaram dados disponibilizados em ambas as metodologias de WGS e RNA-

seq, sendo 132 realizados com amostras colhidas no diagnóstico. 

Após extração dos dados de WGS, foi possível classificar estes pacientes de 

acordo com as alterações no número de cópias no gene IKZF1. Aqueles com 

deleção bialélica (n=1) ou amplificação (n=2) foram excluídos neste estudo. Dessa 

forma, a coorte de validação foi composta por 129 crianças, com 22,5% (29/129) dos 

casos apresentando deleção em IKZF1, sendo 69,0% (20/29) ∆haplo e 31,0% (9/29) 

∆dn, enquanto 77,5% (100/129) foram considerados do tipo selvagem. 

Assim como na coorte de descoberta, a maioria dos pacientes tinha idade 

inferior a 120 meses (60,5%), era do sexo masculino (51,9%), com contagem 

leucocitária inferior ou igual a 50 bilhões de células por litro (60,5%) e foram 

classificados pelo subtipo citogenético-molecular B-other (58,1%) (Tabela 5.1). 

 

5.2 NÍVEIS DE EXPRESSÃO DOS GENES 

A quantificação dos níveis de expressão relativa dos genes obtida por RT-

qPCR e RNA-seq das coortes de descoberta e validação, respectivamente, resultou 

no perfil demonstrado na figura 5.1. É possível observar que os genes envolvidos na 

linfopoiese B (IKZF1, RAG1, EBF1, BTG1) estão mais expressos quando 

comparados aos genes GRB10 (interação com receptores tirosina quinase) e 

FIGNL1 (reparo de DNA). 

Figura 5.1. Níveis de expressão dos genes nas coortes de descoberta e validação. 
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Ao associar os níveis de expressão relativa do gene IKZF1 com os genes-

alvo, observou-se uma correlação positiva, porém fraca, entre eles, com exceção de 

EBF1 e BTG1 (Figura 5.2). 

Figura 5.2. Correlação entre a expressão do gene IKZF1 e os genes-alvo nas coortes de 

descoberta e validação. 

 

O perfil de expressão gênica foi analisado de acordo com as características 

clínico-laboratoriais, como: status de IKZF1, risco prognóstico de acordo com os 

subtipos citogenético-moleculares, leucometria, gênero e idade. Os resultados foram 

demonstrados graficamente através de heatmap (Figura 5.3). Os casos foram 

agrupados por correlação e foi observado um painel bastante heterogêneo, não 

sendo possível associar os perfis encontrados com as características avaliadas. 
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Figura 5.3. Perfil de expressão gênica entre os pacientes, de acordo com suas características. 

Heatmap representativo da expressão gênica em cada paciente (A) na coorte de descoberta e (B) na 

coorte de validação.  

 

5.3 ANÁLISES DE EXPRESSÃO VERSUS DADOS CLÍNICO-LABORATORIAIS 

As análises de expressão de cada gene-alvo, de acordo com as 

características clínico-laboratoriais, foram realizadas utilizando apenas os pacientes 

considerados selvagem para o gene IKZF1. 

5.3.1 Idade 

De acordo com a idade (Figura 5.4), observamos que pacientes com idade 

inferior a 120 meses apresentaram mediana de expressão de IKZF1 aumentada 

quando comparados àqueles com idade igual ou maior a 120 meses (p=0,048). 

Entretanto, este resultado não foi validado pela nossa segunda coorte, onde ambos 

os grupos demonstraram níveis de expressão semelhantes. 
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Os genes RAG1, EBF1, FIGNL1, GRB10 e BTG1 não apresentaram 

diferenças estatisticamente significantes entre os dois grupos de idade. 

Figura 5.4. Análises de expressão entre os pacientes IKZF1 selvagem nas coortes de 

descoberta e validação, de acordo com a idade. 

5.3.2 Sexo 

Foi observado que pacientes do sexo feminino apresentam maior mediana de 

expressão de EBF1 quando comparados aos pacientes do sexo masculino (p=0,02). 

Contudo, este resultado não foi corroborado na coorte de validação. Para a 

expressão dos demais genes, não observamos diferenças estatisticamente 

significantes (Figura 5.5). 

Figura 5.5. Análises de expressão entre os pacientes IKZF1 selvagem nas coortes de 

descoberta e validação, de acordo com o sexo. 
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5.3.3 Leucometria 

De acordo com a leucometria dos pacientes ao diagnóstico (Figura 5.6), não 

foi observada diferença estatisticamente significante. 

Figura 5.6. Análises de expressão entre os pacientes IKZF1 selvagem nas coortes de 

descoberta e validação, de acordo com a leucometria. 

 

Figura 5.7. Análises de expressão entre os pacientes IKZF1 selvagem nas coortes de 

descoberta e validação, de acordo com a classificação de risco prognóstico. São considerados 

como de alto risco pacientes com as alterações KMT2A-r, BCR-ABL1, TCF3-HLF, iAMP21 e 

hipodiploidia; risco intermediário, pacientes com TCF3-PBX1 e B-other; e baixo risco, pacientes com 

alta hiperdiploidia e ETV6-RUNX1. 
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5.3.4 Classificação de risco prognóstico 

As análises foram realizadas também de acordo com a classificação de risco 

prognóstico (Figura 5.7). Para o gene RAG1, o grupo de baixo risco apresentou uma 

tendência de mediana de expressão maior quando comparado tanto com o grupo de 

risco intermediário quanto com o de alto risco. Este resultado foi validado pela 

segunda coorte (p=0,01 e 0,04, respectivamente). 

Não observamos diferença estatisticamente significante entre os grupos para 

os genes IKZF1, EBF1, FIGNL1, GRB10 e BTG1.  

 

5.4 ANÁLISES DE EXPRESSÃO VERSUS STATUS DE IKZF1 

Em um primeiro momento, as análises de expressão foram comparadas entre 

os grupos com IKZF1 selvagem e deletado (Figura 5.8), entretanto, não observamos 

diferença estatisticamente significante para os genes IKZF1, EBF1 e BTG1. 

Figura 5.8. Análises de expressão entre os pacientes com IKZF1 selvagem e deletado nas 

coortes de descoberta e validação. 

Embora a expressão dos genes RAG1 e GRB10 apresente este mesmo 

cenário na coorte de descoberta, foi observado uma mediana menor no grupo 

selvagem quando comparado ao grupo deletado nos indivíduos da coorte de 

validação (p=0,01 e 0,02, respectivamente). Para o gene FIGNL1, a associação foi 
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observada na coorte de descoberta, onde este gene teve menor expressão no grupo 

selvagem do que no grupo deletado (p=0,006). Já na coorte de validação, foi 

possível observar apenas uma tendência de diferença entre os grupos. 

Em um segundo momento, estes pacientes com IKZF1 deletado foram 

estratificados de acordo com o tipo de deleção: ∆haplo e ∆dn, e as análises de 

expressão estão demonstradas na figura 5.9. Assim como na primeira análise, os 

genes EBF1 e BTG1 não apresentaram diferenças estatisticamente significantes 

entre os grupos. Já para o gene IKZF1, o grupo com ∆dn teve maior expressão que 

o grupo com ∆haplo (p<0,001) e selvagem (p<0,0001) na coorte de validação. 

Para a expressão dos genes RAG1 e GRB10, foi observado mediana menor 

no grupo selvagem quando comparado ao grupo com ∆haplo na coorte de validação 

(p<0,0001 e p=0,04, respectivamente). Também observamos que este grupo 

apresentou menor expressão de FIGNL1, quando comparado com ambos os grupos 

∆haplo (p=0,002) e ∆dn (p<0,001). 

Figura 5.9. Análises de expressão de acordo com o status de IKZF1 nas coortes de descoberta 

e validação. 

5.5 ANÁLISES DE SOBREVIDA 

A SG e a SLE foram avaliadas com os dados de seguimento disponibilizados 

de 118 pacientes incluídos na coorte de validação. Sabendo que estes indivíduos 

são estratificados de acordo com os critérios do NCI para definir o protocolo de 

tratamento, analisamos estes parâmetros e não foi observado diferença significativa 
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entre os grupos para SG (p=0,55, mediana de 38,5 meses e 48,5 meses para risco 

alto e padrão, respectivamente). Entretanto, os pacientes classificados como de 

risco padrão apresentaram pior SLE quando comparados àqueles de risco alto 

(p=0,017) (Figura 5.10). 

Figura 5.10. Análise de sobrevida global e livre de eventos dos pacientes de acordo com o 

risco definido pelos critérios do NCI. N = número de pacientes analisados; E= número de 

pacientes acometidos pelo evento. 

 

Na figura 5.11, estão os gráficos representativos das análises de sobrevida de 

acordo com o status de IKZF1. Observamos maior SG entre os pacientes selvagem 

para o gene IKZF1 (48,5 meses) em comparação com o grupo deletado (33,6 

meses) (p=0,014), seja diante da ∆haplo (35,4 meses) ou ∆dn (29,0 meses) 

(p=0,047). Entretanto, não houve diferença significativa na SLE entre estes grupos. 

Figura 5.11. Análise de sobrevida global e livre de eventos dos pacientes de acordo com o 

status de IKZF1. N = número de pacientes analisados; E= número de pacientes acometidos pelo 

evento. 
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Ao analisar a alta (acima da mediana) e baixa (abaixo da mediana) expressão 

dos genes, foi possível observar que pacientes com baixa expressão de EBF1 tem 

maior SG (63,0 meses) quando comparado com alta expressão (33,1 meses) 

(p=0,042). Para indivíduos considerados com baixa expressão de GRB10, observou-

se o contrário. Estes apresentaram menor SG (38,5 meses) em relação aqueles com 

alta expressão (66,8 meses) (p=0,035). Este cenário também foi demonstrado pela 

análise de SLE (20,8 meses vs 31,9 meses, p=0,001). Para os demais genes, não 

houve diferença no prognóstico entre os grupos (Figura 5.12). 
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Figura 5.12. Análise de sobrevida global e livre de eventos dos pacientes de acordo com a 

expressão gênica. N = número de pacientes analisados; E= número de pacientes acometidos pelo 

evento.  
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6 DISCUSSÃO 

A LLA-CPB pode ser caracterizada como uma doença altamente 

heterogênea, manifestando diferenças em nível clínico, genético e até mesmo 

demográfico. Diante disso, estudos que buscam maior entendimento sobre esta 

neoplasia são importantes para melhorias no diagnóstico, estratificação de risco e 

prognóstico, direcionando os pacientes para o tratamento mais adequado. É 

possível observar que a maioria das crianças com LLA-CPB apresentam idade 

inferior a 120 meses, leucometria baixa e são do sexo masculino. Neste estudo, 

observamos as mesmas características entre as séries de casos investigadas, que 

demonstraram ser representativas deste subgrupo. Em relação aos subtipos 

citogenético-moleculares, o conjunto conhecido como B-other foi o mais frequente 

tanto na coorte de descoberta como na coorte de validação, seguido pelas 

alterações de bom prognóstico (ETV6-RUNX1 e alta hiperdiploidia). Este resultado 

deve-se, provavelmente, pela inclusão de casos com deleção em IKZF1, frequentes 

no grupo B-other, além disso, podemos considerar as formas variadas de 

identificação destes indivíduos entre diferentes estudos (Moorman, 2016). 

A identificação de alterações secundárias também corrobora com o perfil 

heterogêneo da LLA-CPB. Decorrentes do comprometimento de genes envolvidos 

no desenvolvimento linfoide, ciclo celular, regulação transcricional, sobrevivência e 

proliferação celular, estas alterações contribuem para o processo leucemogênico por 

diversas vias e podem ser associadas a diferentes subtipos citogenético-moleculares 

(Mullighan et al, 2007; Moorman, 2016). Como exemplo, observamos as deleções no 

gene IKZF1, presentes recorrentemente nos subtipos BCR-ABL1 e BCR-ABL1-like. 

Estudos demonstram que a frequência dessas deleções sofre pequenas variações 

em diferentes coortes, podendo representar cerca de 12-28% dos casos de LLA-

CPB (Mullighan et al, 2007; Mullighan et al, 2009; Dorge et al, 2013; Barbosa et al, 

2015). Em nossa coorte de validação, obtivemos semelhante frequência desta 

alteração (aproximadamente 22%). No que diz respeito aos tipos de deleção em 

IKZF1, observamos predomínio de deleção haploinsuficiente (69,0%) e cerca de um 

terço dos pacientes com deleção dominante-negativa (31,0%), proporção de casos 

semelhante ao descrito na literatura (Kastner et al, 2013). O mesmo não pode ser 

analisado na coorte de descoberta, pois foi necessária uma seleção destes casos 

para as análises subsequentes por tipos de deleção. 
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IKZF1 é responsável por codificar a proteína Ikaros que atua como fator 

transcricional regulando o desenvolvimento das células B através da ativação ou 

repressão de genes-alvo (Arenzana et al, 2015). Os resultados decorrentes das 

nossas análises de expressão, demonstraram uma heterogeneidade dos níveis 

deste transcrito entre as coortes. No entanto, devemos considerar as diferenças 

metodológicas. A técnica de RT-qPCR é frequentemente usada para determinar 

expressão gênica devido sua sensibilidade, acurácia e rápida execução, no entanto, 

a qualidade do RNA, a eficiência de amplificação e a escolha do gene de referência 

podem afetar estes parâmetros. Também é necessário o conhecimento prévio da 

sequência de interesse para o pareamento dos oligonucleotídeos, que, neste caso, 

anelam no éxon 4 da isoforma principal de IKZF1. Além disso, o cDNA foi obtido a 

partir do RNA total do material colhido de pacientes com percentual de blastos 

superior a 30% (coorte de descoberta). O fato de ter sido analisado RNA proveniente 

de células normais e neoplásicas pode interferir nessa quantificação, visto que, para 

a técnica de RNA-seq, as moléculas de RNA foram obtidas de pacientes com 

percentual de blastos superior a 70% (coorte de validação). Esta metodologia, por 

sua vez, tem sido uma poderosa tecnologia usada para análises de transcriptoma. 

Os resultados gerados pela RNA-seq oferecem uma aproximação quantitativa dos 

níveis do transcrito na forma de contagem das reads. Estas são pré processadas, 

mapeadas em um genoma de referência e, por fim, normalizadas para a remoção de 

vieses técnicos como o comprimento das diferentes moléculas de RNAs e a 

profundidade do sequenciamento. 

As análises de expressão de IKZF1 demonstraram que não houve diferença 

entre os pacientes com e sem deleção neste gene. Entretanto, pacientes com ∆dn 

apresentam maior expressão de IKZF1 quando comparados com pacientes 

selvagem ou com ∆haplo na coorte de validação. Este resultado também foi 

observado por um estudo recente com pacientes pediátricos LLA-CPB BCR-ABL1-

like. Neste trabalho, eles também demonstraram que casos com ∆haplo 

apresentaram uma redução da expressão quando comparados aos casos IKZF1 

selvagem (Vitanza et al, 2014). 

Com o avanço dos estudos de larga escala, foram observados possíveis 

efeitos na expressão gênica entre as condições com e sem deleção (Iacobucci et al, 

2012; Ferreiros-Vidal et al, 2013; Schwickert et al, 2014; Vitanza et al, 2015). Diante 
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da alteração em IKZF1, o perfil obtido é caracterizado, principalmente, pela 

regulação negativa de genes importantes para o desenvolvimento das células B 

(como RAG1 e EBF1), assim como para aqueles envolvidos em vias de reparo do 

DNA (como FIGNL1). Enquanto que genes requeridos no ciclo celular, apoptose e 

em vias de sinalização (como GRB10), são regulados positivamente. Nossos 

resultados demonstram que os diferentes tipos de deleção encontrados em IKZF1 

podem influenciar este perfil, colaborando para o melhor entendimento das 

variações na consequência funcional dessas alterações. 

Ferreirós-Vidal e colaboradores, através de linhagem celular não leucêmica 

pré-B, demonstraram que Rag1 apresenta expressão reduzida diante da isoforma 

dominante-negativa de Ikaros quando comparada com a condição normal (Ferreiros-

Vidal et al, 2013). Sugerimos que diante dessa alteração (∆dn), RAG1 deixa de ser 

regulado devido ao sequestro das isoformas normais de Ikaros pelas deficientes 

alterando, assim, sua função normal. Entretanto, acreditamos que a redução da 

expressão não pode ser observada em nossos pacientes, com LLA-CPB e ∆dn em 

IKZF1, devido a mecanismos inerentes a doença que alteram a expressão de RAG1 

por outras vias. Observamos também que os casos da coorte de validação com 

∆haplo em IKZF1 apresentaram maiores níveis de expressão de RAG1 quando 

comparados com pacientes com IKZF1 selvagem. Este resultado pode ser devido a 

uma diferente regulação de RAG1 diante da redução de função de Ikaros. 

Foi observada uma tendência de expressão dimunuída de EBF1 diante da 

∆dn quando comparado com os outros grupos. Apesar de não terem alcançado 

significância estatística, estes resultados estão de acordo com os dados 

demonstrados por um estudo realizado em adultos com LLA-B BCR-ABL1. Após 

observar que o gene EBF1 está regulado negativamente diante da deleção de IKZF1 

nos pacientes, os autores realizaram um ensaio com luciferase onde foi possível 

demonstrar uma redução dos níveis proteicos de EBF1 diante da isoforma 

dominante-negativa de Ikaros (Iacobucci et al, 2012). 

Schwickert e colaboradores, ao analisar células pró-B expressando transcritos 

de Ikzf1 com deleção do éxon 8 e com transcritos completos, relataram que a 

expressão de Fignl1 está aumentada diante da função normal de Ikaros (Schwickert 

et al, 2014). No contexto leucêmico, também observamos expressão diferencial 

deste gene em pacientes com IKZF1 selvagem e deletado, entretanto, os níveis 
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aumentados de FIGNL1 foram observados diante da deleção, independentemente 

do tipo, em nossa coorte de descoberta. Não há estudos esclarecendo a função 

deste gene na leucemia, mas, recentemente, um trabalho envolvendo pacientes com 

câncer de pulmão de células pequenas relatou que a ativação anormal da via de 

recombinação homóloga pela superexpressão de FIGNL1 contribui para a rápida 

progressão e recaída, além da resistência à quimioterapia, nestes indivíduos (Ma et 

al, 2017). Dessa forma, é possível que este gene seja modulado por outras vias 

independentes de IKZF1 e que o aumento de sua expressão pode contribuir para o 

cenário agressivo apresentado pela LLA-CPB com IKZF1 deletado. 

Os casos com deleção em IKZF1 também apresentaram maiores níveis de 

expressão do gene GRB10, especificamente do tipo haploinsuficiente, quando 

comparados com pacientes com IKZF1 selvagem. Esse resultado observado na 

coorte de validação corrobora com os dados apresentados por Vitanza e 

colaboradores, que demonstraram níveis aumentados deste gene em pacientes 

pediátricos com LLA-CPB e IKZF1 deletado (Vitanza et al, 2014). 

Embora BTG1 também seja considerado um fator essencial na linfopoiese, os 

estudos mencionados acima não listaram a expressão deste gene como alterada 

diante da deleção em IKZF1. Nossos resultados corroboraram esta informação 

demonstrando que pacientes com deleção em IKZF1 não apresentam diferença na 

expressão de BTG1 quando comparado aos pacientes com IKZF1 selvagem. 

Neste estudo avaliamos a alteração/perda da função Ikaros pela presença de 

deleções genômicas em IKZF1, entretanto, outros fatores podem ser levados em 

consideração para o melhor entendimento dos achados aqui encontrados. Algumas 

alterações no mecanismo de splicing podem resultar no aumento dos níveis de 

diferentes isoformas de Ikaros formando heterodímeros que alteram sua função, 

assim como modificações pós-transducionais em resíduos específicos de Ikaros 

também podem regular sua atividade (Gomez-del Arco et al, 2005; Popescu et al, 

2009). Outro ponto são os fatores remodeladores de cromatina recrutados por essa 

proteína para regulação da expressão gênica de diversos alvos. Uma vez alterados, 

estes fatores podem modificar a função do complexo formado resultando em um 

efeito contrário àquele observado diante das deleções em IKZF1. Juntos, estes 

mecanismos poderiam explicar os achados discordantes entre este trabalho e outros 

descritos pela literatura. 
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Com o objetivo de compreender a associação entre a expressão de IKZF1 e 

dos genes de interesse neste estudo, nós realizamos uma correlação destes dados 

através do gráfico de dispersão, sendo possível observar correlação positiva fraca 

de IKZF1 com os genes RAG1, FIGNL1 e GRB10, enquanto que para EBF1 e BTG1 

os resultados foram contraditórios entre as coortes. 

Em relação às características clínico-laboratoriais dos pacientes, não há 

muitos estudos correlacionando estes dados com a expressão dos genes estudados 

no estudo presente. Dessa forma, procuramos estabelecer um perfil de expressão 

gênica de acordo com estas variáveis e observamos que não há correlação entre os 

indivíduos, revelando um quadro de heterogeneidade mesmo que de forma ínfima. 

Através das nossas análises com os casos IKZF1 selvagem, foi possível ampliar um 

pouco este conhecimento. Observamos que pacientes com idade inferior a 120 

meses apresentam uma tendência a possuir expressão aumentada de IKZF1, RAG1 

e BTG1, e baixa para GRB10, quando comparados àqueles com idade igual ou 

maior a 120 meses. Já o gene RAG1 revelou-se com mediana de expressão maior 

no grupo de baixo risco quando comparado tanto com o grupo de risco intermediário 

quanto com o de alto risco. 

Os dados disponibilizados em endereço eletrônico pelo projeto TARGET nos 

possibilitaram analisar a SG e SLE dos pacientes estudados de acordo com a 

expressão destes genes. Primeiramente, classificando estes indivíduos como de alto 

risco (≥120 meses de idade e leucometria alta) e risco padrão (<120 meses de idade 

e leucometria baixa), observamos diferença da SLE. Os pacientes de risco padrão 

apresentaram pior SLE quando comparados àqueles de risco alto, provavelmente 

indivíduos que deveriam ser tratados por protocolos mais agressivos estão sendo 

submetidos a terapias brandas levando a falhas na indução, recaídas e até mesmo 

óbito. Este resultado enfatiza a importância da estratificação de risco de forma 

adequada antes de iniciar o tratamento. Assim, outros fatores devem ser levados em 

consideração, como os grupos citogenético-moleculares e alterações secundárias 

que estão frequentemente correlacionadas com um prognóstico desfavorável. 

Alguns estudos demonstraram que a deleção em IKZF1 pode ser considerada um 

fator de prognóstico adverso independente das características clínico-laboratoriais 

dos pacientes (Mullighan et al, 2009; Dorge et al, 2013; Schwab et al, 2013). Em 

nosso estudo foi possível demonstrar a correlação dessas alterações com o 



 

 

55 

 

prognóstico, onde a SG dos pacientes com IKZF1 selvagem foi maior em 

comparação com o grupo deletado (48,5 vs 33,6 meses), independente do tipo de 

deleção (∆haplo: 35,4 meses; ∆dn: 29,0 meses), corroborando com os resultados 

apresentados previamente (Boer et al, 2016). 

O gene EBF1 é um importante regulador transcricional do desenvolvimento 

linfoide, sendo observado o aumento de sua expressão de acordo com o estágio 

maturativo das células B. Alterações neste gene estão associadas a baixa taxa de 

sobrevida livre de recaída em pacientes com LLA-CPB. Observa-se que a perda de 

sua função pode contribuir para a progressão da doença e resistência à 

quimioterapia (Mullighan et al, 2007). Entretanto, ao analisar a expressão dos genes, 

pacientes com baixa expressão de EBF1 apresentaram maior SG do que aqueles 

com alta expressão (63,0 vs 33,1 meses). 

Nossos achados também revelaram que indivíduos considerados com baixa 

expressão de GRB10 apresentam menor SG e SLE em relação aqueles com alta 

expressão (38,5 vs 66,8 meses; 20,8 vs 31,9 meses). Na LMA, já foi observada uma 

correlação parcial da expressão elevada da proteína codificada por GRB10 com 

recaída e prognóstico adverso em pacientes com mutação no gene FLT3 (Kazi & 

Ronnstrand, 2013). Na LLA-CPB, através de modelo in vivo com knockdown para a 

mesma proteína e com a presença da alteração BCR-ABL1, observou-se diminuição 

da proliferação, sobrevivência prolongada e reduzida capacidade de formação de 

colônia (Illert et al, 2015). Estes dados podem reforçar a ideia do envolvimento do 

gene GRB10 na progressão da leucemia, entretanto, acreditamos que a associação 

com o prognóstico desses pacientes seja devido a outras alterações.   
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7 CONCLUSÃO 

● Deleções em IKZF1 foram encontradas em aproximadamente 22% dos casos 

de LLA-CPB, sendo a maioria deleção do tipo haploinsuficiente e cerca de um 

terço dominante-negativa; 

● Em relação às características dos pacientes, o gene RAG1 revelou-se com 

mediana de expressão maior no grupo de baixo risco quando comparado com 

os demais grupos decorrentes da classificação de risco por alterações 

citogenética-moleculares; 

● Este estudo avaliou que os diferentes status de IKZF1 estão associados a 

diferentes níveis de expressão de genes-alvo: o gene EBF1 apresentou uma 

tendência de expressão reduzida diante da ∆dn quando comparado com os 

outros grupos, enquanto que o gene GRB10 tem níveis aumentados em 

pacientes com LLA-CPB e IKZF1 deletado, especificamente do tipo 

haploinsuficiente; 

● Pacientes com baixa expressão de EBF1 tem melhor SG, enquanto que 

indivíduos considerados com baixa expressão de GRB10 apresentam pior SG 

e SLE, em relação aqueles com alta expressão.  
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9 ANEXOS 

Anexo 1 - Parecer do CEP 
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