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RESUMO

A leucemia mieléide aguda (LMA) € uma doenca clonal, onde as células
progenitoras hematopoiéticas perdem a capacidade de se diferenciar
terminalmente e de responderem a estimulos de apoptose e proliferacdo, sendo o
tipo de leucemia mais comum no mundo. Alteracdes cromossbmicas ao
diagnoéstico constituem o principal fator progndéstico independente na LMA.
Embora a maioria dos casos apresentem cari6tipo normal ao diagnostico (45-55%
dos casos), cerca de 20% dos pacientes apresenta alteracées cromossOmicas
estruturais e numéricas, cuja causas permanecem desconhecidas. A expressao
alterada de proteinas responsaveis pela formacdo do fuso mitotético e
centrdmero, tendo como principais representantes os membros da familia das
auroras quinases (AURKA, AURKB e AURKC), podem estar envolvidas nesse
processo. A proposta desse trabalho foi associar a expressao dos genes AURKA,
AURKB e AURKC com alteragBes cromossdmicas (estruturais e numéricas) ao
diagnéstico de pacientes adultos com LMA. Quatro coortes independentes foram
analisadas (Recife: 69 pacientes, TCGA: 155 pacientes, Beat-AML: 326
pacientes, GSE: 420 pacientes). A hiperexpressdo de AURKA foi associada com
caribtipo alterado em pacientes alocados nas coortes TCGA e GSE, enquanto que
a expressdo do gene AURKB apresentou uma associacdo com cariotipo
complexo e tendéncia de aumento em todas as coortes quanto a presenca de
translocacdes/inversdes cromossémicas. AURKC nao foi associado com nenhum
achado citogenético. Embora ainda seja prematuro afirmar que a expressao
aberrante dos genes AURKA e AURKB estejam associadas com alteracdes
cromossdmicas especificas na LMA, nossos dados apontam para um possivel,
mas ainda inexplorado papel destes genes na apresentacdo caribtipica de

pacientes adultos ao diagnéstico.

Palavras-Chave: Leucemia Miel6ida Aguda. Citogenética. AURKS.



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a clonal disease, where hematopoietic
progenitor cells lose their ability to differentiate terminally and respond to stimuli of
apoptosis and proliferation, being the most common type of leukemia in the world.
Chromosomal changes in diagnosis are the main independent prognostic factor in
AML. Although most cases have a normal karyotype at diagnosis (45-55% of
cases), about 20% of patients have structural and numerical chromosomal
changes, the causes of which remain unknown. The aberrant expression of
proteins responsible for the formation of the mitototic spindle and centromere,
having as main representatives the aurora kinase family members (AURKA,
AURKB and AURKC), may be involved in this process. The purpose of this work
was to associate the expression of these genes with chromosomal changes
(structural and numerical) to the diagnosis of adult patients with AML. Four
independent cohorts were analyzed (Recife: 69 patients, TCGA: 155 patients,
Beat-AML: 326 patients, GSE: 420 patients). AURKA hyperexpression was
associated with altered karyotype in patients allocated to the TCGA and GSE
cohorts, while the expression of the AURKB gene showed an association with
complex karyotype and an increasing trend in all cohorts regarding the presence
of chromosomal translocations / inversions. AURKC was not associated with any
cytogenetic findings. Although it is still premature to state that the aberrant
expression of the AURKA and AURKB genes are associated with specific
chromosomal changes in AML, our data point to a possible, but still unexplored

role of these genes in the karyotype presentation of adult patients at diagnosis.

Key words: Acute myeloid leukemia. Cytogenetics. AURKS.
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1 INTRODUCAO

A leucemia mieldide aguda (LMA), doenca clonal de curso clinico
heterogéneo, se caracteriza pela incapacidade das células progenitoras
hematopoiéticas (blastos) se diferenciarem terminalmente e de responderem a
estimulos regulatérios da proliferacdo e morte celular. Consequentemente, estas
células progenitoras anormais tendem a se acumular na medula 6ssea, podendo
se dirigir para o sangue periférico e infiltrar outros 6rgéos e tecidos. A perda de
funcdo e substituicdo das células normais da medula 6ssea resulta em anemia,
trombocitopenia e diminuicdo da contagem de leucdcitos normais, resultando
sintomas caracteristicos como: fraqueza, aparecimento de petéquias’,
sangramentos e dor 6ssea. A LMA possui diferentes subtipos, com apresentacdes
clinicas semelhantes, porém com caracteristicas morfolégicas, citogenéticas e
imunofenotipicas diferentes, levando a curso clinico e respostas terapéuticas
distintas e heterogéneas.

Do ponto de vista molecular, a LMA é uma doenca genética, pois esta
associada a ocorréncia de alteragcbes citogenéticas, mutacbes somaticas
recorrentes, mudancgas na expressao génica ou na regulacao epigenética, porém
também sdo necessarios fatores ambientais. A leucemogénese pode estar
associada ao acumulo de modificacdes génicas, as quais conferem ao clone
leucémico vantagem proliferativa e perda da capacidade de resposta a sinais de
diferenciacdo e morte celular.

Atualmente, alteragcbes cromossdmicas ao diagnostico constituem o

principal fator de risco da LMA, sendo capaz de determinar, de maneira

lPetéquias sdo pequenas lesfes vermelhas causadas quando ha vazamento de sangue para a pela pelos
capilares. Eles ndo empalidecem quando pressao é aplicada e geralmente comegam nas areas dependentes
do corpo, como as pernas. Petéquias maiores que 0,5 cm sdo pulrpuras, as vezes, essas lesfes sdo elevadas
(palpaveis). Santistevan et al. (2017).
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independente, o prognéstico do paciente. Essas alteracbes cromossémicas
ocorrem em aproximadamente 45-55% de pacientes adultos com LMA de novo,
Oou seja, pacientes que apresentam a doenca pela primeira vez, de maneira
independente. Em 15% a 20% dos pacientes, é observado o cariotipo complexo,
definido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como todo cariétipo contendo
trés ou mais alteragcdes cromossdmicas no mesmo clone, estando frequentemente
associado com um pior desfecho clinico e refratariedade ao tratamento.

Ainda ndo esta bem estabelecido o que leva um clone leucémico a
apresentar esta instabilidade cromossdmica ou propensdo a desenvolver um
cariétipo complexo. Estudos sugerem que a expressao alterada de genes que
codificam proteinas responsaveis pela formacéo do fuso mitotGtico e centrdmero
possam estar envolvidas neste processo. Nesse sentido, as auroras quinases
(Aurk) desempenham papel fundamental na regulacdo da mitose e controle da
citocinese, com um pico de atividade durante a fase G2/M do ciclo celular. Os
genes codificadores destas proteinas (AURKA, AURKB e AURKC) estédo
envolvidos em diversas neoplasias. Além disso, a expressao alterada destes
genes foi descrita como um marcador de prognoéstico adverso em varios tumores
sélidos (estbmago, pulmao, préstata) e pode estar associada com a instabilidade
cromossOmica, levando a uma segregacdo anormal de cromossomos ou
poliploidia.

Diante do exposto, tendo em vista que as AURKs estdo envolvidas nos
processos do ciclo celular, é possivel que uma expresséo alterada desses genes

possa levar a um quadro de instabilidade cromossdmica na LMA.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Associar a expressao dos genes AURKA, AURKB e AURKC com

alteracdes cromossémicas de pacientes adultos com LMA.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Determinar as alteracbes cromossdmicas nesses pacientes e categoriza-
los entre os diferentes grupos de cariétipos;

2. Determinar a expressao relativa dos genes AURKA, AURKB e AURKC e

comparar entre os diferentes grupos de cari6tipos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

A leucemia mieldide aguda (LMA), o tipo de leucemia aguda mais comum
em adultos, é uma malignidade hematopoiética heterogénea e agressiva
(Hasserjian, 2013; De Kouchkovsky e Abdul-Hay, 2016; Saultz e Garzon, 2016),
que pode ser diferenciada em subtipos baseados na natureza (muitas vezes
citogenética) do evento leucemogénico inicial (Lazarus e Litzow, 2012; Hou et al.,
2013; Hasserjian, 2013; Saultz e Garzon, 2016).

A expansdo clonal de blastos mieloides no sangue periférico (SP),
medula 6ssea (MO) e / ou outros tecidos acontece e consequentemente,
pacientes com LMA podem apresentar sinais e sintomas relacionados a
pancitopenia (diminuicdo nas trés linhas de células sanguineas — hemacias,
glébulos brancos e plaquetas), que incluem infeccdes, febre, fraqueza, fadiga e
achados hemorragicos como petéquias, menorragia e sangramento nasal (Estey,
2013; Tallman et al., 2019). A proliferacdo de células malignas gradualmente toma
conta das células sanguineas normais da medula éssea (Estey, 2013; Dohner et
al., 2017; Kulsoom et al., 2017).

Figura 1. Esfregaco de medula 6ssea de um paciente com leucemia miel6ide aguda ao
diagnoéstico. Rueda et al. (2004)

A LMA é responsavel pelo maior nimero de mortes anuais por leucemias

nos Estados Unidos, com uma estimativa de que, em 2020, 19.940 pessoas serao

diagnosticadas com LMA e 11.180 pacientes morrerdo da doenca (Siegel et al.

2020). De acordo com o governo do Canada, em 2019, 6.700 pessoas foram
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diagnosticadas com LMA e dessas, 3.000 vieram a Obito em decorréncia da
doenca (Canadian Cancer Statistics, 2019). O SEER — Cancer Statistics Review —
diz que a mediana de idade ao diagnostico € de 68 anos (NCI, 2020); outros
registros relatam 71 anos (Juliusson, 2011), com 58,9% dos pacientes
diagnosticados com 65 anos ou mais (NCI, 2020). Assim, conforme a populacéo
envelhece, pode aumentar a incidéncia da doenca (Tallman et al., 2019).

O Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NCI) estimou uma
incidéncia anual de 4,3 casos de LMA para cada 100.000 habitantes, o que a
torna uma doenca relativamente rara. Entretanto, ela é estudada por ser uma
doenca de curso rapido e de alta mortalidade. Esse mesmo instituto estimou uma
sobrevida global em cinco anos de 28,7% para pacientes americanos
acompanhados entre 2010 e 2016 (NCI, 2020).

No Brasil, a incidéncia de LMA é desconhecida, uma vez que o Instituto
Nacional do Céancer (INCA) relata apenas dados referentes as leucemias em
geral. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,67 casos novos a
cada 100 mil homens e 4,56 casos novos para cada 100 mil mulheres para o ano
de 2020 (INCA, 2020). Em um estudo realizado no Hospital de Hematologia de
Pernambuco (HEMOPE), em 2011, a LMA correspondeu a 41% de todos os
casos de leucemias diagnosticados no periodo de 1997 a 2007 (Carvalho et al.,
2011). Outro estudo feito no Hospital Regional de Mato Grosso do Sul, em 2017,
determinou que das leucemias agudas diagnosticadas no periodo de 2011 a
2015, 80,9% eram LMA (Righes et al., 2017).

Apesar de ndo se conhecer inteiramente a causa da LMA, estudos
epidemioldgicos sugerem que fatores genéticos, ambientais e ocupacionais

estejam envolvidos nesse mecanismo (Belson et al., 2007; INCA, 2012).

2.2 FISIOPATOGENIA DA LMA

Todas as células pluripotentes da MO proliferam e se comprometem com
duas linhagens celulares principais: as células mieloides (granuldcitos, eritrocitos,
megacariocitos e mondcitos) e as células linfoides (linfocitos B e T). As células
mieloides se diferenciam em suas células maduras na MO, enquanto o0s
precursores linféides migram para os orgéos linféides (linfonodos, baco e timo)

para completar sua maturagcéao (Ogawa et al., 1993).
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A leucemia aguda resulta de uma série de eventos mutacionais que
ocorrem durante o complexo processo de divisdo e maturacdo celular, conhecido
como hematopoese (Figura 2). Essas multiplas mutacdes genéticas permitem
proliferacdo descontrolada e maturacdo anormal, entdo a multiplicacdo
preferencial de células leucémicas leva a diminuicdo da producdo de células
normais (Liesveld, 2012). As mutacdes podem levar a anormalidade em qualquer
etapa do processo de maturacdo celular, razdo pela qual a leucemia,
especialmente o tipo mieloide, € uma doenca tdo heterogénea. Nesse sentido, a
evolucdo clonal € responsavel por determinar o crescimento e multiplicagdo
acelerada de células leucémicas, entdo o ponto comum de todas as formas de
leucemia € que todas as células leucémicas do corpo derivam de uma Unica

célula progenitora anormal (Appelbaum et al., 2014; Rose-Inman e Kuehl, 2014).

IL-3 2 11
I-6 e IL-6
SCF SCF
G-CSF Célularonco FLT-3L
( pluripotente ﬂ
o o
() e
Celu]alrlrgnco Cellula'r(r;nco
mieloide infoide
oot s & 2
-
\ A f:f./,f_j
\
BFU-E CFU-mega CFU-GM Pré-célula B Protinécito
I-1 | IL5
IL-3 I-3 GM-CSF GM-CSF GM-CSF IL-2
J/EPO LT I3 1IL-3 IL-3 IL-3 :Eﬁl‘bﬁ J/IL—/I
e, <
~a® 00 0
= -

Pro-eritroblasto

lEPO

Eritrécito

Megacariécito

lTPO

Plaquetas

Monoblasto

basofilico

leosmof:l»co
GM-CSF GM-CSF IL-3
G-CSF IL-5 IL-4

) 2 B

@

GM-CSF
M-CSF

Mondcito Neutréfilo Eosindfilo Basdfilo

Linfoblasto B Linfoblasto T
Estimulado
por antigeno

Linfécito B Linfécito T

Figura 2. Fluxograma da hematopoiese, da célula-tronco hematopoiética até as células maduras.
Adaptado de Seldin e Sloan (2015)

A leucemogénese pode estar associada ao acumulo dessas modificagfes

geneéticas, além de mudancas no perfil de expressdo génica e na regulacdo
2013).

desencadear tais alteracées, como exposicao a radiacdes ionizantes, radiacoes

epigenética (Sanders et al., Fatores extrinsecos também podem

nao ionizantes, inseticidas organofosforados, entre outros agentes mielotdxicos e

cancerigenos, conferindo ao clone leucémico vantagem proliferativa e perda da
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capacidade de resposta a sinais de diferenciacdo e morte celular (Conway
O’Brien et al., 2014).

O aparecimento de proteinas de fusdo oncogénicas geradas a partir de
translocacdes cromossdmicas especificas € um componente essencial para
compreender a patogenia da LMA (Look, 1997; Alcalay et al., 2001). Mais de 300
translocagdes e / ou inversdes cromossomicas foram descritas e estdo envolvidas
na fisiopatogenia dessa doenca, como t(8;21)(g22;922), inv(16)(p13.1922),
t(15;17)(922;921), translocac¢des envolvendo 11923 e inv(3)(q21926) (Velloso et
al., 2011).

TranslocagOes cromossomicas na LMA, como a t(15;17)(g22;921) (Figura
3) dao origem a genes quiméricos no local das quebras cromossdmicas, com isso,
0s éxons dos genes envolvidos se tornam justapostos e formam um Unico gene
quimérico, que da origem a uma nova proteina hibrida com caracteristicas unicas.
Os alvos mais frequentes desses eventos na LMA sdo genes que codificam
fatores de transcricdo importantes para o desenvolvimento hematopoético normal,
que, depois da recombinacdo, dao origem a genes hibridos que codificam
proteinas de fusdo com funcdes aberrantes, resultando em perda da funcao e
bloqueio da diferenciacao (Alcalay et al., 2001).
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Figura 3. Paciente com leucemia mieldide aguda apresentando o cariotipo
46,XY,add(8)(q24),t(15;17)(g22;9g21). Adaptado de Sagrillo et al. (2005).

Os genes envolvidos nas translocacdes da LMA codificam proteinas que

sdo muito mais heterogéneas em termos de fungdo. A contribuicdo desses genes
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para o potencial leucemogénico das proteinas de fusdo ainda ndo é tédo claro.
Entretanto, sua presenca parece ser fundamental para, ao menos, alguns dos
efeitos bioldgicos dessas proteinas, com muitos deles apresentando funcdes
fisioloégicas associadas com a regulacdo do ciclo celular e de apoptose (Look,
1997; Alcalay et al., 2001).

Estudos in vivo empregando modelos de animais transgénicos revelou um
mecanismo molecular comum a estas proteinas de fusdo: a desregulacdo da
transcricdo génica através do recrutamento de fatores co-ativadores ou co-
repressores. A partir desses estudos observou-se a existéncia de uma longa fase
pré-leucémica, sugerindo que embora necessaria, a expressao das proteinas de
fusdo apenas nao é suficiente para o desenvolvimento da leucemia e que outros
eventos mutagénicos devam ocorrer para o seu desenvolvimento (Wang et al.,
1996; He et al., 1999; Rego, 2002).

Esses eventos oncogénicos séo frequentemente classificados de acordo
como modelo “two-hit” proposto por Gillland (2001), que diz que dois tipos
diferentes de mutacdes genéticas eram necessarias para a transformacéo
maligna de um precursor mieléide (Figura 4): mutacBes de classe |, que ativam
vias de transducdo de sinal e conferem vantagem proliferativa as células
hematopoiéticas, e mutacdes de classe Il, que afetam fatores de transcricdo e
primariamente impedem a diferenciacdo hematopoiética.

MutacBes que afetam os genes FLT3, KIT e os da familia RAS séao
consideradas mutacOes de classe |, enquanto que alteracdes cromossémicas
como t(8;21), inv(16) e t(15;17), que geram, respectivamente, 0S rearranjos
génicos RUNX1/RUNX1T1 (também denominado AML1/ETO), CBFB/MYH11 e
PML/RARA, juntamente com as mutacdes nos genes RUNX1, CEBPA e MLL sédo
consideradas dentro da classe Il. Neste modelo, existem duas grandes classes de
mutacdes associadas a leucemia aguda. De acordo com esse modelo, o acumulo de
mutacbes de classe | e Il culminaria no desenvolvimento de progenitores
hematopoéticos transformados, capazes de propagar o fenétipo leucémico
(Gilliland, 2001; Lagunas-Rangel et al., 2018).
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Mutagiesde | classe Mutagles de || classe
BCR/ABL, FLTfH“T& AMLI/ETO, PML/RARG, ANL1,
FLTITKD, KIT, JAKZ, CBFE-MYH!1, MLL, CEBFA perda
RAS de fncao

Figura 4. Esquema do modelo "two-hit" proposto por Gilliland. Adaptado de Gilliland (2001).

Estudos utilizando tecnologias de sequenciamento identificaram outro
grupo de mutacdes que ndo obedecem a nenhuma das duas classes, sugerindo
que as mutacdes de classe | e Il sdo apenas uma parte de um quadro mais
complexo e, portanto, o modelo “two-hit” ndo é mais adequado. Esse grupo nao
foi classificado, mas destaca-se por promover principalmente modificacdes
epigenéticas no genoma da LMA (Abdel-Wahab et al., 2009; Ley et al., 2010;
Ribeiro et al., 2012; Conway O’Brien et al., 2014).

2.3 DIAGNOSTICO E CLASSIFICACAO DA LMA
A avaliacdo e o trabalho inicial para suspeita de LMA consistem em uma
histdria clinica abrangente e exame fisico. As avaliacdes laboratoriais incluem um
vasto painel metabdlico, um hemograma e um mielograma (Yamauchi et al., 2013;
Kansal, 2016). Biépsia de medula 6ssea, imunofenotipagem, citoquimica e
analises citogenéticas (bandeamento G e hibridizacéo in situ por fluorescéncia -
FISH) sdo necessarias para a estratificacdo do risco e para orientar a terapia da
LMA (Quadro 1) (Tallman et al., 2019).
Diagnéstico da LMA

Histérico do paciente
Exame fisico

Painel metabdlico
Hemograma
Mielograma

Progndstico da LMA
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Biopsia da MO
Imunofenotipagem
Citoquimica

Citogenética

Quadro 5. Ferramentas de diagnéstico e progndéstico da leucemia mieldide aguda. Adaptado de
Tallman et al. (2019)

O diagnéstico da LMA é feito a partir da observacdo do quadro clinico
agudo, que se caracteriza por anemia, sangramento, geralmente do tipo purpurico
devido a plaquetopenia, e as vezes febre sem foco infeccioso, devido a
neutropenia. A infiltracdo leucémica em Orgdos pode ocorrer, geralmente
causando hepatomegalia, esplenomegalia, hipertrofia de gengivas e dor 0ssea e,
menos frequentemente, infiltracdo de pele e comprometimento do sistema
nervoso central. No hemograma é frequente encontrar anemia, plaguetopenia,
neutropenia e presenca de mieloblastos (Bullinger e Armstrong 2010; Estey,
2012).

De acordo com a classificacdo da OMS de 2016, o diagndstico de LMA é
feito com base na presenca de 20% de blastos na medula ou no sangue
periférico. Em um ambiente clinico apropriado, um diagndéstico de LMA pode ser
feito com menos de 20% de blastos em pacientes com anormalidades
citogenéticas recorrentes, incluindo t(15;17), t(8;21), t(16;16), ou inv(16) ou o
transcrito correspondente (Tallman et al., 2019). A classificacdo precisa da LMA
requer estudos diagndsticos multidisciplinares utilizando imunohistoquimica e
citoquimica, além da andlise genética molecular (Vardiman et al., 2009; Kansal,
2016; Tallman et al., 2019).

Varias mutacdes genéticas, incluindo KIT (4gq12), FLT3-ITD (139l12.2),
FLT3-TKD, NPM1 (5g35.1), CEBPA (19q13.11), IDH1(2934) / IDH2 (15¢26.1),
RUNX1(21922.12), ASXL1 (20911.21) e TP53 (17pl3.1), estdo associadas a
prognoésticos especificos em um subconjunto de pacientes e podem guiar as
decisbes de tratamento (Ley et al., 2013; Papaemmanuil et al., 2016; Dohner et
al., 2017). Todos os pacientes devem ser testados quanto a mutacdes nestes
genes, e painéis genéticos multiplex e analise de sequenciamento de nova
geracdo podem ser obtidos para desenvolver uma avaliagdo prognostica mais

abrangente (Dohner et al., 2017; Tallman et al., 2019).
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A LMA representa um grupo heterogéneo de leucemias que diferem quanto
a sua biologia, curso clinico e progndstico, o que tem motivado o estabelecimento
de uma classificacdo prognéstica (Heerema-Mckenney e Arber, 2009; Bullinger e
Armstrong, 2010). Dois sistemas de classificacdo para a caracterizacdo dos
subtipos de leucemia mieldide aguda foram criados: o Sistema Franco-Americano-
Britanico (FAB), que distingue morfologicamente as leucemias por tipo de célula
progenitora e maturacao celular, baseado estritamente nos aspectos morfoldgicos
e citoquimicos do clone leucémico; e o sistema da OMS, que distingue as
leucemias por suas anormalidades citogenéticas ou genéticas caracteristicas
(Bennett et al., 1976; Saultz e Garzon, 2016). Essa classificacdo foi revisada em
1985 pela FAB, dando origem a uma classificacdo que passou a incluir dois novos
subtipos, MO e M7, aos seis subtipos existentes, cujo diagnostico passou a incluir
0 uso de marcadores imunofenotipicos (Bennett et al., 1985; 1991).

A classificacdo FAB forneceu uma terminologia comum atil, mas foi
limitada em significado biolégico, prognostico e terapéutico, sendo entdo
substituido, logo apds as descobertas citogenéticas e moleculares. Entdo, em
2001, a OMS criou uma classificacdo que incorporou achados genéticos
(citogenéticos e moleculares) e introduziu correlacdes progndésticas importantes. A
classificacdo da OMS de 2008 expandiu o numero de entidades com
translocacdes cromossémicas recorrentes e incluiu duas entidades provisorias
caracterizadas por mutacdes genéticas, LMA com NPM1 mutado e LMA com
mutacBes CEBPA (Arber et al., 2003; Swerdlow et al., 2008; Heerema-Mckenney
e Arber, 2009).

Uma revisdo da classificacdo da OMS (Quadro 2) foi feita baseada em
novas perspectivas com relagcdo a marcadores de diagndstico e progndéstico que
forneceram novas ideias para a compreensao da fisiopatologia da LMA, incluindo
assim achados hematolégicos, morfologicos, citogenéticos e moleculares (Arber
et al., 2016; Kansal, 2016). As principais mudancas na classificacdo de 2016
consistem na introdugao de novas entidades como “LMA com BCR-ABL1” a fim
de guiar a terapia desses pacientes com um inibidor de tirosina quinase; “LMA
com mutacdo RUNX1” associada a caracteristicas clinico-patolégicas distintas e
resultados inferiores; e além disso, LMA com NPM1 mutado e LMA com mutagdes
bialélicas do CEBPA tornaram-se entidades completas, tendo a ultima um

desfecho favoravel (Dohner et al., 2017).



Leucemia mieldide aguda e neoplasias relacionadas
LMA com alteragBes genéticas recorrentes
LMA com (8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-
MYH11
LPA com PML-RARA
LMA com t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
LMA com t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
LMA com inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(921.3;926.2); GATAZ2,
MECOM
LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-
MKL1
Entidade temporaria: LMA com BCR-ABL1
LMA com NPM1 mutado
LMA com mutacdes bialélicas de CEBPA
Entidade temporéaria: LMA com RUNX1 mutado
LMA com mudancas relacionadas a mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas com a terapia
LMA néo categorizada nos itens anteriores
LMA com diferenciagdo minima
LMA sem maturacéo
LMA com maturacéo
Leucemia mielomonocitica aguda
Lecemia monoblastica/monocitica aguda
Leucemia eritroide pura
Leucemia megacarioblastica agura
Leucemia basofilica aguda
Pan-mielose aguda com mielofibrose
Sarcoma
ProliferagBes mielbides relacionadas a sindrome de Down
Mielopoese anormal transiente

Leucemia mieldide associada com sindrome de Down
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Quadro 6. Classificacdo OMS (2016) para LMA e neoplasias relacionadas. Adaptado de Arber et
al. (2016).

2.4 FATORES PROGNOSTICOS DA LMA

Os fatores progndsticos na LMA sao, em geral, subdivididos entre (i) os
que dizem respeito a caracteristicas do paciente e suas condicfes gerais de
saude, e (i) aqueles relacionados a caracteristicas particulares do clone
leucémico. Os fatores do primeiro grupo — idade, status performance (é o método
tradicional, avaliado pelo KPS e/ou ECOG, aplicado pelos hematologistas para
avaliar o impacto da doenca / tratamento na capacidade do paciente idoso de
cuidar de si e do trabalho), saude geral e comorbidades especificas — séo
particularmente relevantes na predicdo da mortalidade relacionada ao tratamento,
como a tolerancia a quimioterapia. Os fatores do segundo grupo séo preditivos da
resisténcia a terapia convencional (Juliusson, 2011; Liersch et al., 2014; Strickland
et al., 2016; Dohner et al., 2017).

Associadas aos fatores idade e status performance, as alteracdes
citogenéticas e moleculares presentes ao diagnéstico sdo as principais variaveis
relacionadas ao progndéstico na LMA (Bloomfield et al., 1984; De Kouchkovsky e
Abdul-Hay, 2016; Dohner et al., 2017). Numerosas alteracdes citogenéticas
recorrentes, estruturais ou numéricas, tém sido identificadas através do
bandeamento G, e é possivel determinar que 50 a 60% dos pacientes com LMA
apresentam alteracfes no cariétipo. Muitas dessas alteracdes ndo sdo apenas
marcadores diagnésticos para especificar subtipos de LMA, mas também
constituem fatores prognosticos independentes para prever a remissao completa,
0 risco de recaida e a sobrevida global e por isso, a andlise citogenética tem sido
veementemente recomendada. Consequentemente, os casos de LMA podem ser
estratificados em grupos de risco progndstico favoravel, intermediario ou adverso
com base apenas no seu perfil citogenético (Mrézek et al., 2001; Vardiman et al.,
2009).

O prognostico desfavoravel associado ao aumento da idade é em parte
devido a sua influéncia sobre a chance do paciente sobreviver a terapia de
inducdo, além do que a LMA em pacientes idosos difere biologicamente. As

doencas crbnicas e intercorrentes contraindicacdes contra tratamento citotoxico
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intensivo, maior incidéncia de LMA secundaria apdés sindrome mielodisplasica
antecedente (SMD) ou tratamento citotoxico e maior frequéncia de alteracdes
citogenéticas adversas influenciam a tolerancia a terapia; problemas clinicos
agudos ao diagnostico e o status performance (pacientes com status >2
apresentam pior progndstico?) também influenciam, independentemente da idade,
a chance de sobreviver a terapia de inducdo e, desse modo, responder ao
tratamento (Buchner et al., 2009; Krug et al., 2009; Juliusson, 2011; Liersch et al.,
2014).

Os 1(8;21)(q22;922), inv(16)(p13;922) /
t(16;16)(p13;922) ou t(15;17)(g22;921) conferem um prognostico favoravel
(Mrozek et al., 2001; Grimwade et al., 2009; Vardiman et al., 2009; Dohner et al.,

rearranjos CromossOmicos

2010; Estey, 2014). Em contraste, alteracGes citogenéticas, como um cariotipo
complexo (trés ou mais alteracdes cromossOmicas na auséncia de qualquer
alteracdo de prognostico favoravel), t(1;22)(p13;913), monossomia do 5 ou 7,
1(6;9)(p23;934), inv(3)(q21;926) / t(3;3)(g21;926), alteracdes no 3q, del(5g) ou
alteracdes diferentes de t(9;11) no 11q foram todas associadas a um risco
adverso (Quadro 3), ou seja, um risco significativamente maior de falha e morte
do tratamento (Grimwade et al., 2009; Mrozek et al., 2012; Dohner et al., 2017).

Alteracdo citogenética Produto proteico Classificacdo progndstica
1(8;21)(q22;q22) AML1-ETO/RUNX1-RUNX1T1 Favoravel
inv(16)(p13;922)/t(16;16)(p13;q22) CBFR-MYH11 Favoravel
1(15;17)(q22;921) PML-RAR«a Favoravel
cariétipo complexo variavel Desfavoravel
1(1;22)(p13;q13) RBM15-MKL1 Desfavoravel
monossomia 7 variavel Desfavoravel
(6;9)(p23;q34) DEK-NUP214 Desfavoravel
inv(3)(q21;926)/t(3;3)(g21;q26) RPN1-EVI1 Desfavoravel
alteracdes no 3q variavel Desfavoravel
monossomia do 5/del(5q) variavel Desfavoravel
t(v;11)(v;q23.3) rearranjo KMT2A Desfavoravel

Quadro 7. Discriminagdo dos principais rearranjos cromossdmicos de prognéstico favoravel e
desfavoravel presentes na LMA. Adapatado de Dohner et al. (2017)

’De acordo com a escala ECOG, pacientes sao classificados entre 0-4 na escala de performance, sendo O
completamente ativo, capaz de realizar todas as suas atividades e 4 completamente incapaz de realizar auto-
cuidados bésicos, confinado ao leito ou a cadeira (Cabral, 2011).
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Os casos de LMA com risco prognostico intermediario constituem
principalmente pacientes com citogenética normal (LMA-CN), mas também
pacientes com outras anormalidades estruturais ou numéricas diferentes das ja
citadas (Dohner et al.,, 2010; Mrozek et al.,, 2012). Neste ultimo grupo, as
leucemias de cariétipo normal (LMA-CN), que correspondem a 40-50% dos casos
de LMA, apresentam um prognostico incerto, devido a uma marcante
heterogeneidade em relacdo as alteracbes moleculares subjacentes e
responsividade ao tratamento (Grimwade et al., 2010).

As alteracdes moleculares tém um papel particularmente importante no
refinamento do progndstico de pacientes com LMA-CN, que inclui quase metade
dos casos de LMA de novo (Schlenk et al., 2008). Assim, a LMA-CN com CEBPA
mutado ou NPM1 mutado na auséncia de FLT3-ITD foi identificada como tendo
um risco prognostico semelhante ao da LMA com alteragBes citogenéticas
favoraveis (Dohner et al., 2005; 2010). Mutacdes no gene FLT3-ITD estdo
associadas a maior propensdo de recaida e menor sobrevida global livre de
doenca, em grande parte devido a carga alélica do ITD, que quando baixa,
representa um desfecho favoravel e quando alta, um desfecho desfavoravel,
sendo incluidos no grupo de risco adverso (Patel et al., 2012; Port et al., 2014;
Dohner et al., 2017).

O grupo European Leukemia Net (ELN), em 2010, propds uma
estratificacdo que tinha por intencdo padronizar a notificagdo de alteracdes
genéticas, particularmente para correlacbes com caracteristicas clinicas e
resultados e levava em consideracao o progndéstico conferido por seus cariétipos
e, nos casos de LMA-CN, pelo progndstico conferido pelas mutacdes FLT3-ITD e
nos genes CEBPA e NPM1 (Dohner et al., 2010, Dohner et al., 2017).

Em 2017, essa classificacdo foi revisada (Quadro 4), dividindo os
pacientes em um sistema de trés grupos (favoravel, intermediario e adverso),
substituindo o sistema anterior (favoravel, intermediario |, intermediario Il e
adverso) e incluindo mudancgas com base no status mutacional dos genes NPM1,
CEBPA e FLT3-ITD. Quanto ao FLT3-ITD, deve-se levar em consideracao a sua
carga alélica, apresentando um desfecho favoravel os pacientes com mutac¢des

NPM1 e baixa carga alélica do FLT3-ITD, e um desfecho desfavoravel os
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pacientes com NPM1 tipo selvagem e FLT3-ITD com alta carga alélica (Dohner et

al., 2017).

Categoria de

risco

Anormalidade Genética

Favoravel

1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
Inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
NPM1 mutado sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD baixo

Intermediario

Mutacao bialélica no CEBPA

NPM1 mutado com FLT3-ITD alto

NPM1 selvagem sem FLT3-ITD ou com FLT3-ITD baixo
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Anormalidades citogenéticas que nao possuem risco favoravel nem
adverso

Adverso

t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1

Inv(3)(q21.3926.2) ou (3;3)(q21.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1)
-5 ou del(5q); -7; -17/abn(17p)

Cariotipo complexo, cariétipo monossdmico

NPM1 selvagem com FLT3-ITD alto

Mutacdo no RUNX1

Mutacdo no ASXL1

Mutacéo no TP53

Quadro 8. Estratificacdo de risco do grupo European LeukemiaNet (ELN), relacionando as
anormalidades genéticas aos grupos de risco. Adaptado de Dohner et al. (2017).

Para pacientes adultos com idade inferior a 60 anos essa categorizacao é

primariamente utilizada para guiar o protocolo terapéutico a ser escolhido apés a

primeira remissdo. Os pacientes de grupo de risco favoravel sdo os que mais se

beneficiam da quimioterapia convencional como terapia pds-remissdo, uma vez

gue néo tem sido observada nenhuma vantagem quando esses pacientes sao
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tratados com o transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) aut6logo ou
alogeneico (Schlenk et al., 2004; Yanada et al., 2005; Koreth et al., 2009).

Para os pacientes do grupo de risco intermediario a terapia convencional
tem sido amplamente utilizada, mas para alguns pacientes foram observados
resultados insatisfatérios. O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH)
alogeneico pode ser uma opc¢éo atrativa para aqueles pacientes do grupo
intermediario que apresentam altas chances de recaida, em particular para os que
apresentam a mutacdo FTL3-ITD (Schlenk et al., 2008; Dohner et al., 2010). Para
0s pacientes do grupo de risco adverso, € considerado que o tratamento de
escolha para a terapia pos-remissdo deva ser o TCTH alogeneico, uma vez que
eles em nada se beneficiam com a quimioterapia convencional (Yanada et al.,
2005; Koreth et al., 2009). Nesse contexto, € necessario entender melhor quais
genes podem estar associados com os diferentes tipos de cariétipos presentes na
LMA, para assim determinar de maneira mais eficaz o prognostico do individuo

portador da doenca.

2.5 AURORA QUINASES

A ordem exata dos eventos de progressao do ciclo celular é assegurada
por mecanismos de controle de feedback fortemente orquestrados, chamados
"pontos de verificacdo", que impedem a progressdo de fase para fase até que
condicdes criticas especificas sejam satisfeitas (Castro-Gamero et al., 2018). A
mitose, responsavel pela duplicacdo da célula-mde em duas células-filhas, é
regulada com precisdo por uma série de serina / treonina-quinases no ciclo
celular, como as Aurora-quinases. Essas proteinas sdo importantes e
indispensaveis em varias etapas da progressao mitética (Nigg, 2001).

Aurora € o nome dado a uma familia de proteinas quinases serina/treonina
formada por trés proteinas (AURKA, AURKB e AURKC) que regulam muitos
processos durante a divisdo celular. As AURKs tém funcdes essenciais em
processos mitdticos, como condensacdo cromossémica, dindmica do fuso,
interacdes cinetdcoro-microtubulos, orientagdo cromossGmica e estabelecimento
da placa metafasica. Essas proteinas também sdo necessarias para a concluséo
adequada da citocinese (Carmena e Earnshaw, 2003, Goldenson e Crispino,
2015).

As proteinas AURKs A, B e C, que compreendem 403, 344 e 309
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aminoacidos, respectivamente, sdo altamente conservadas e mantém uma
estrutura homologa, constituindo um dominio N-terminal composto por 39 a 129
residuos, um dominio de proteina quinase e um dominio C-terminal de 15 a 20
residuos (Figura 5) (Goto et al., 2002; Ouchi et al., 2004; Knowlton et al., 2006;
Brittle et al., 2007; Fu et al., 2009; Hans et al., 2009). As trés AURKs séo
expressas diferencialmente em altos niveis em tecidos que se dividem
rapidamente, como células hematopoiéticas (A e B) e células germinativas
(apenas C) (Su et al., 2004). Por outro lado, a expressdo da AURK é baixa ou
ausente na maioria dos tecidos adultos, devido as menores taxas de proliferacdo
(Bischoff et al., 1998).

Dominio Regulatorio Dominio Catalitico
TFBS do KEN

Loop de ativagdo D-box
TFBS do D-box |

1 51 131 288 353 402

Loop de ativagio

T8 2 251 M3

1

Loop de ativagio

18 185 248 275

Figura 5. Estrutura e dominios das AURKs. Seus dominios N-terminal e C-terminal contém locais
de ligacdo do fator de transcricdo (do inglés transcriptional factor binding sites — TFBS)
do D-box e do KEN enquanto o dominio central das quinases contribuem para a
atividade catalitica. O dominio central também contém um TFBS essencial como o
residuo de ativacao (loop de ativagao). Adaptado de Goldenson e Crispino (2015).

2.5.1 Localizacédo e fun¢gbes das Aurora quinases

As proteinas da AURKA localizam-se nos centrossomos duplicados desde
o0 inicio da fase S e muda para os microtubulos do fuso bipolar durante a mitose,
além de se mover para 0s materiais perinucleares da célula filha no final da
mitose (Figura 6) (Sugimoto et al., 2002). Por outro lado, a proteina AURKB
aparece no inicio da G2 e localiza-se nos cromossomos da préfase, no
centromero na prometafase e na metafase, no eixo central na anafase e no meio
do corpo na citocinese (Kovarikova et al., 2016). Um estudo identificou que a

proteina AURKC se localiza no centrossomo na interfase e se liga ao
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cromossomo durante a mitose (Uehara et al., 2013). No entanto, o deslocamento
exato da distribuicdo do AURKC durante a mitose ainda n&o esta estabelecido
(Tang et al., 2017).

Centriolos Aurora A

e

Polo do fuso [— Centrémero

medio/
Divisdo
citoplas
matica

X

(4 Xs 4]
(o)

o ©

X,

Citocinese

Figura 6. Deslocamento da localizacdo celular de Aurora quinases na mitose (AURKC néo é
mostrado devido a localizacdo e funcdo celular incerta). Adaptado de Carmena e Earnshaw
(2003).

Embora todas as trés AURKs estejam envolvidas na divisdo celular, as
funcbes especificas de cada quinase variam (Quadro 5) (Tang et al., 2017).
AURKA regula a maturacdo e separacdo dos centrossomos e a montagem do
fuso (Vagnarelli e Earnshaw, 2004). AURKA regula a progressdo da mitose
fosforilando multiplos substratos e promove a entrada na mitose controlando a
ativagcdo da Ciclina-B/Cdk-1. (Marumoto et al.,, 2003; Stenoien et al., 2003;
Krystynial et al., 2006). A AURKA também ativa a quinase-1 polo-like (Plk-1) em
G2 devido a fosforilagdo da mesma. Ligando a AURKA a TPX2 causa uma ativa
conformacdo e previne a desfosforilagdo de Thr288 na AURKA pela proteina
fosfatase 1 (Bayliss et al., 2003). A PLK-1, que também estd envolvida na
maturacdo do centrossomo, direciona a AURKA para os centrossomos (Petretti et
al., 2006). Outras interagfes funcionais importantes incluem a fosforilacdo de
LATS2, NDEI1 e TACC3 por AURKA para o recrutamento e maturacdo dos
centrossomos (Toji et al., 2002; Muri et al., 2007).
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A AURKB controla a citocinese e a biorientagdo cromossomica como
membro do CPC (chromosome passenger complex), forma um complexo com
duas outras proteinas, a proteina do centrbmero interno e a survivina, e se
comportam como proteinas cromossdmicas ‘passageiras’. Esse complexo
localiza-se nos cinetdcoros e centrdbmeros da profase a metafase e depois se
muda para o sulco de clivagem e o corpo médio durante a citocinese (Earnshaw e
Bernat, 1990; Adams et al., 2000; Terada, 2001; Vagnarelli e Earnshaw, 2004). A
AURKB é essencial para uma citocinesia adequada; na sua auséncia, as duas
células filhas permanecem ligadas umas as outras por pontes de citoplasma, os
cromossomos se desregulam e as células filhas binucleadas formam-se (Honda et
al., 2003; Yang et al., 2007).

A AURKC coordena os fusos meidticos na espermatogénese, enquanto
também coopera com a AURKB para regular a dindmica cromossémica mitotica.
Sao expressas especificamente em niveis elevados no testiculo (Hu et al., 2000).
Mutacbes em AURKC demonstraram causar infertilidade em humanos; porém,
esses individuos ndo apresentam outro fenotipo ébvio, apoiando a ideia de que a

AURKC ndo é necessario em células somaticas (Dieterich et al., 2007).

Aurora Quinase Funcbes

AURKA Entrada na mitose
Nucleacéo dos microtubulos
Maturacdo/Separacao do centrossomo
Montagem do fuso
Citocinese
Saida da mitose

AURKB Condensacgao dos cromossomos
Alinhamento cromossomico
Segregacdo cromossdémica
Ligacédo microtubulo-cinetocoro
Citocinese

AURKC Segregagdo cromossOmica na meiose

Quadro 9. Funcbes das Auroras quinases. Adaptado de Tang et al. (2017).

2.5.2 Aurora guinases no cancer

Os genes AURKA, B e C sdao mapeados em regides cromossOmicas
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instaveis de 20g13.2, 17p13.1 e 19ql13 (Figura 7), respectivamente, com
frequentes desercdes, amplificacbes e mutagcdes, dando uma boa explicacdo da
expressao anormal de Aurora quinases em canceres humanos (Tang et al., 2017).
AURKA é frequentemente associado a canceres, AURKB contribui para a
tumorigénese, mas o papel do AURKC ainda ndo esta devidamente associado
(Dar et al., 2010). Os niveis de expressdo de AURKA e AURKB humanas e
alguns dos seus polipeptideos associados sédo elevados em certos tipos de
cancer (cancer de mama, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer
gastrico/gastrointestinal, leucemia mieloide aguda e cancer de pulmédo) e esta
associado ao mau prognostico. Assim, esses genes tornam-se alvos terapéuticos
promissores para o tratamento de neoplasias malignas. (Carmena e Ernshaw,
2003; Carvajal et al., 2006; Takeshita et al., 2013; Pitts et al., 2014; Tang et al.,
2017; Qi et al., 2019).
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Figura 7. Localizagdo cromossémica dos genes da familia AURK: (A) AURKA no 20q13.2, (B)
AURKAB no 17p13.1 e (C) AURKC no 19q13. Adaptado de NCBI (2019).

Quando AURKA esta hiperexpressa, a montagem do fuso mitético ocorre
de maneira defeituosa e mesmo assim as células entram em anéafase. A mitose é
entdo interrompida como resultado da falha na conclusdo da citocinese, com
subsequente multinucleacdo (Anand et al., 2003). Estudos anteriores in vitro e in
vivo indicaram que a superexpressao de AURKA contribui para a instabilidade do
genoma e a tumorigénese, onde AURKA frequentemente tem uma expressao
aumentada em canceres humanos, incluindo leucemias e cancer de mama,
prostata e célon (Toughiri et al., 2013; Casorzo et al., 2015. Cirak et al., 2015).

Além disso, niveis aumentados de AURKA estdo correlacionados com estados
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clinicos avangados, menor sobrevida livre de doenga e menor sobrevida global
em individuos com céancer colorretal (Goos et al., 2013).

Além da aneuploidia resultante da superexpressdao de AURKB nas
neoplasias, também ocorre a promocado do ciclo celular via inibicdo ou
aprimoramento de alvos relacionados ao ciclo celular. AURKB diminui a
expressdo do inibidor do ciclo celular p21WAF1/CIP1 através da supressdo da
atividade da TP53 (Gonzélez-Loyola et al.,, 2015) resultando na ativagéo
aberrante da quinase 1 dependente de ciclina (Cdkl), levando a progressédo do
ciclo celular e, assim, promovendo a sobrevivéncia celular. Além disso, o Cdkl
ativa a acetiltransferase TIP60, causando acetilacdo e ativacdo do AURKB, o que
contribui ainda mais para a aneuploidia anormal e a progressao descontrolada do
ciclo celular (Tang et al., 2017).

A AURKC pode promover o desenvolvimento de tumores em vista da
sobreposicao e funcdo complementar da AURKB, bem como a amplificacdo e
superexpressao de genes em canceres (Zekri et al., 2012), embora 0 mecanismo
ainda seja discutido (Dar et al., 2010). Os genes AURKA e AURKB foram
propostos como alvos de terapia anticancer, e estudos pré-clinicos demonstraram
gue medicamentos direcionados a eles podem induzir a parada do crescimento
nas linhagens celulares e inibir o crescimento de tumores em estudos de

xenoenxerto (Gaustschi et al., 2008; Mountzios et al., 2008; Keen e Taylor, 2009).

2.5.3 Papel das AURKSs na leucemia miel6ide aguda

AURKA e AURKB sado altamente expressas em muitas malignidades,
incluindo varios tipos de leucemia e estdo associadas a altas taxas de
proliferacdo, mau progndstico e resisténcia terapéutica (Lucena-Araujo et al.,
2011). AURKA fosforila TP53, comprometendo sua atividade supressora de
tumor. A alta expressdo de AURKA e AURKB em combinacdo com a mutacéo
TP53 pode induzir transformacao ou causar tumores mais agressivos (Gautschi et
al., 2008; Portella et al., 2011; Yang et al., 2013; Cirak et al., 2015; Goldenson e
Crispino, 2015; Mignogma et al., 2016).

Estudos examinaram a expressdao dos genes AURKs na LMA e
descobriram que blastos expressam de forma aumentada AURKA e AURKB em
comparacdo com as celulas CD34+ de controle. Essa alta expressdo esta

associada a alteragcbes citogenéticas desfavoraveis e outros fatores adversos,
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como uma contagem alta de glébulos brancos (Ye et al., 2009; Yang et al., 2013).
Um estudo de Yang et al. (2013) demonstrou que o bloqueio de AURKA usando
um inibidor de AURK chamado MLN8237 reduz a capacidade de auto-renovacao
e elimina a populacdo CD34+/CD38- de células LMA em associacdo com a
regulagao positiva da expresséo de p53 in vivo. A expressdo aumentada de
AURKA afeta mais significativamente a proliferacdo e diferenciacdo de células
tronco/progenitoras hematopoiéticas CD34+ do que a alta expressdo de AURKB,
sugerindo que o AURKA é um estimulador mais potente da proliferacdo de
células-tronco cancerigenas que o AURKB (Cammareri et al., 2010; Yang et al.,
2013; Zheng et al., 2013; Yang et al., 2014; Zheng et al., 2016).

A LMA é uma das neoplasias hematoldgicas mais dificeis de curar (Gaidzik
e Dohner, 2008; Marcucci et al.,, 2011). A atual terapia padrdo para LMA é
baseada em esquemas quimioterapéuticos antigos, que deixam margem para
melhorias consideraveis. Muitos médicos consideram os genes AURKs como
bons alvos terapéuticos para a LMA, o que é apoiado por evidéncias clinicas. Os
inibidores de AURK, incluindo AT9282, MLN-8237 e KW-2449, foram avaliados
em ensaios clinicos por sua eficacia no tratamento da leucemia, onde mostraram
atividade promissora na LMA (Moore et al.,, 2011). Além disso, avancos nho
desenvolvimento de inibidores de AURK como terapia para nheoplasias
hematoldgicas atraiu consideravel atencdo (Moore et al.,, 2010; Farag, 2011;
Chaudary et al., 2015; Heo et al., 2019).

2.6 BANCOS DE DADOS
2.6.1 The Cancer Genome Atlas (TCGA)

O banco de dados TCGA pertence a um projeto publico financiado que
buscou catalogar e descobrir as maiores alteragbes no genoma que causam
cancer, em grandes coortes de mais de 30 tipos de canceres humanos. Através
de técnicas como sequenciamento de genoma em larga escala e analises
integradas multidimensionais, foi possivel construir esse banco (Tomczak et al.,
2015). Composto por 200 pacientes adultos com LMA de novo provenientes dos
EUA, o TCGA inclui o sequenciamento de RNA (RNA-seq) (Cancer Genomic Atlas
Research Network et al., 2013).

Os pesquisadores do TCGA identificaram novas alteracbes gendmicas

subjacentes ao desenvolvimento da LMA. O panorama de genes mutados
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mostrou que a LMA apresenta o menor nivel de mutacdo entre outros tipos de
neoplasias em adultos. A média de genes mutados € de 13 mutacdes por caso,
das quais cinco foram mutadas de forma recorrente, indicando potencial alvo

terapéutico. (Cancer Genomic Atlas Research Network et al., 2013).

2.6.2 Beat-AML

Nesse banco de dados, uma coorte de amostras de pacientes com LMA é
apresentada, com informacfes clinicas detalhadas, anélises gendmicas e
transcriptbmicas, e estudos de sensibilidade a drogas ex vivo. Novas informacdes
sobre a biologia e o potencial translacional em relacdo a LMA foram descobertas
e a integracdo desse banco de dados tem revelado novos marcadores e
mecanismos de sensibilidade e resisténcia a drogas que pedem mais estudos. No
Beat AML esta incluido o sequenciamento do RNA (RNA-Seq) e um painel de
drogas ex vivo (usando 122 inibidores de pequenas moléculas) em 672 amostras
de tumor de 562 patients (275 de novo) (Tyner et al., 2018).

2.6.3 Genetics Selection Evolution (GSE)

O banco de dados GSE é composto por 461 pacientes com LMA e foi
criado para validar o perfil de expressdo génica como o método de preferéncia
para prever o progndstico de relevantes subtipos de LMA. Esse banco utilizou o
método de microarray para determinar a expressdo dos genes (Verhaak et al.,
2009).

2.6.4 Banco de células Bloodspot

O BloodSpot € um banco de dados de células hematopoiéticas saudaveis e
doentes. O banco de dados e a interface foram construidos com o objetivo de
fornecer acesso rapido para testes e geracdo de hipéteses, através da pesquisa
de expressao de mRNA de diferentes genes durante o curso da hematopoiese,
bem como em blastos leucémicos. Esse banco de dados utilizou o
sequenciamento por FACS (do inglés, Fluorescence-activated Cell Sorting) de
células altamente purificadas e o0 RNA-seq de célula unica, para visualizar
rapidamente a expressao de genes ou assinaturas nas células hematopoiéticas
(Bagger et al., 2018).

Dessa forma, devido a heterogeneidade da LMA, o papel do cariétipo em
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determinar o prognéstico da doenca e a participacao dos genes AURKA, AURKB
e AURKC no ciclo celular, hipotetizamos que esses genes possuem um papel na
instabilidade cromossdmica vista na LMA, particularmente associados com o

cariétipo complexo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1DESENHO DE ESTUDO E SELE(;AO DE PACIENTES

O projeto foi desenvolvido no Laboratorio Central do Centro de Biociéncias
da Universidade Federal de Pernambuco (LABCEN-UFPE) e no LAVITE do
Instituto Aggeu Magalhdes-Fiocruz-PE, que ofereceram toda a infraestrutura
requerida para a pesquisa. A Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de
Pernambuco (HEMOPE) e o Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP) foram
incluidos no projeto como instituicdes co-participantes, onde foram coletadas as
amostras e realizadas as analises dos prontuarios dos pacientes participantes.

Na primeira coorte (Recife), foram incluidos 69 pacientes adultos com LMA
diagnosticados de janeiro de 2010 a marco de 2020. Esses pacientes foram
diagnosticados e acompanhados no Hemope e no HCP seguindo os critérios
preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Jaffe et al., 2001). O
seguimento dos pacientes foi censurado / atualizado em marco de 2020 e para
aqueles em que o seguimento foi perdido foram censurados na ultima data em
gue sabidamente estavam vivos.

As demais coortes foram compostas por pacientes com LMA, excluindo
leucemia promielocitica aguda (LPA), que apresentavam dados clinicos, dados de
citogenética e expressdo génica de AURKA, AURKB e AURKC. A segunda
coorte, denominada TCGA (The Cancer Genome Atlas) foi composta por 155
pacientes e pode ser acessada no www.cbioportal.org (Cancer Genomic Atlas
Research Network et al., 2013). A terceira coorte, chamada de Beat-AML, foi
composta 326 pacientes e pode ser acessada pelo www.cbioportal.org (Tyner et
al., 2018). A quarta coorte, chamada de GSE, foi composta por 420 pacientes e
esta disponivel no www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/?acc=GSE6891 (Verhaak et
al., 2009).

3.2ASPECTOS ETICOS
O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CCS/UFPE) (N° do parecer: 3.135.311) —
Anexo | (Parecer 1), Comité de Etica em Pesquisa do Hospital do Cancer de
Pernambuco (SPCC) (N° do parecer: 3.337.819) — Anexo | (Parecer 2) e do
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Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de
Pernambuco (Hemope) (N° do parecer: 3.402.769) — Anexo | (Parecer 3). ApGs a
aprovacado, o projeto foi desenvolvido obedecendo integralmente os principios
éticos estabelecidos na resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).
Todos os pacientes envolvidos foram orientados sobre a proposta da pesquisa e
assinaram, quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) — Anexo Il, concedendo autorizacdo para a coleta da amostra
de sangue periférico e/ou medula 6ssea para a realizacdo de procedimentos
posteriores.

Para a coorte Recife, pacientes sem todos os dados clinico-laboratoriais
necessarios para este estudo (idade, género, citogenética) ou por motivo de
transferéncia para outras unidades de saude que ndo estiveram envolvidas no
estudo foram excluidos.

As demais coortes foram compostas por pacientes com LMA, excluindo
leucemia promielocitica aguda (LPA — t(15;17)), que apresentaram dados clinicos,
dados de citogenética e expressado génica de AURKA, AURKB e AURKC.

3.3 COLETA DE MATERIAL

Para as andlises moleculares dos pacientes com LMA, foram utilizadas
amostras de 5 mL de medula éssea (MO) e / ou 4 mL de sangue periférico (SP),
desde que este ultimo tenha apresentado mais de 80% de blastos leucémicos
circulantes. Para as analises citogenéticas desses pacientes, foram utilizadas
apenas amostras de MO. Essas amostras foram coletadas no momento do
diagnéstico e somente o material excedente foi utilizado na pesquisa, apds a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE — Anexo II).

As amostras coletadas foram conduzidas ao laborat6rio de Hematologia e
Biologia Molecular do LABCEN-UFPE, onde foram processadas para que as

analises moleculares pudessem ser realizadas.

3.4 ANALISE CITOGENETICA

As preparacgdes citologicas para as analises cromossémicas foram obtidas
a partir de cultura de medula 6ssea, onde foram adicionados 4 mL de meio RPMI
1640 (SIGMA) suplementado com 1 mL de soro bovino fetal (20%), colchicina

(SIGMA) na concentragdo de 0,05ug / ml e 0,5 x 10° células / ml de medula éssea
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em 05 (cinco) tubos conicos de 15 mL. Em seguida, os frascos foram mantidos na
estufa a 37 °C, por cerca de 18 horas (overnight). Ao completar as horas de
cultivo, o material foi centrifugado por 10 minutos a 1600 rpm, o sobrenadante
desprezado e foi realizado o choque hipotonico adicionando 6 ml de cloreto de
potdssio (KCI) previamente aquecido a 37 °C. Em seguida os tubos foram
colocados em banho-maria a 37 °C por 20 minutos. Ao término, os tubos foram
novamente centrifugados por 10 minutos a 1600 rpm, o sobrenadante foi retirado
e adicionado o fixador metanol:acido acético (3:1) até completar 6 ml. Para a
preparacdo das laminas, foram realizadas centrifugagdes e trocas de fixador até
que o conteldo da cultura estivesse transparente.

Apos o processo de fixacdo as laminas foram confeccionadas a partir do
precipitado de células ressuspenso em 0,5 — 1,0 ml de solucédo fixadora. O
precipitado de células ressuspenso foi gotejado em dois pontos em cada lamina e
essas foram colocadas para secar a temperatura ambiente durante 24 h. Em
seguida, as laminas foram coradas com Giemsa a 2 % (Merck) diluido em tampéao
fosfato (pH 6.8) durante 6 minutos, para verificacdo do indice mitético e qualidade
das metafases, bem como para uma possivel andlise e documentagdo. O
bandeamento G foi realizado segundo Seabright (1971), com modificagdes. Os
cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o International
System of Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2016). A analise
cromossbmica foi realizada em microscopio Optico Zeiss. Para cada paciente
foram analisadas pelo menos 20 metafases e foi considerado anormal quando a

alteracdo cromossdmica apareceu em no minimo 20 metafases.

3.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Para as analises moleculares, a extragcdo do material genético (RNA total)
foi realizada a partir dos leucécitos de pacientes com LMA, seguindo a técnica do
Trizol® (Invitrogen, USA), o qual consiste numa solucdo monofésica & base de
fenol e isotiocianato de guanidina, que deriva de uma modificagdo do método
desenvolvido por Chomczynsky e Sacchi (Chomczynski & Sacchi, 1987).

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada com a utilizacdo do
kit High-Capacity cDNA Archive Kit (AppliedBiosystems, EUA). As reacdes
ocorreram em volumes de 15 pl, contendo um micrograma de RNA total, 2.5 ul de
10x RT Buffer, 1 pyl de 25x dNTP mixture, 2.5 pl 10x Random Primers, 1.25 ul de
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MultiScribe RT (50U/pl) e H20 deionizada tratada com DEPC 0,1% (SIGMA,
EUA) suficiente para completar o volume final. As reac¢des ocorreram durante 10
minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 segundos a 85°C. ApOs a sintese do
DNA complementar (cDNA), os niveis de expressao dos genes AURKA, AURKB e
AURKC foram determinados pela técnica de RT-gPCR (do inglés, Real-Time
Quantitative PCR), utilizando o equipamento QuantStudio 5 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific) e a metodologia TagMan® (Assay ID AURKA:
Hs01582072_m1; Assay ID AURKB: Hs00177782_ml; Assay ID AURKC:
Hs00152930_m1).

As reacdes foram preparadas em um volume final de 10 uL, utilizando 5 uL
de Tagman Expression Master Mix (Thermofisher, Foster City, EUA), 0,5 yL de
sonda Tagman na concentracdo de 20 vezes (Thermofisher, Foster City, EUA),
2,5 yL de H20 ultrapura e 2 yL de cDNA na concentracdo de 10 ng/uL. A
ciclagem para os ensaios foi 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Neste método, o numero de copias
amplificadas de um dado gene € proporcional a fluorescéncia quantificada pelo
aparelho, oriunda da liberacdo e ativagcao de um fluorocromo ligado a uma sonda
especifica para o gene de interesse. Os resultados dessa foram gerados de forma
relativa @ média geométrica dos genes constitutivos beta-actina e gliceraldehido
3-phosphato desidrogenase (GAPDH). Os resultados foram gerados por meio do

método CompafatiVO do ACt (CtAURKA, AURKB ou AUKRC — Ctmédia geométrica dos genes

constitutivos) .

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar o impacto da expresséo dos genes AURKA, AURKB e AURKC
sobre caracteristicas laboratoriais e citogenéticas dos pacientes com LMA, as
amostras foram separadas em quartis de acordo com o0s niveis de expressao
relativa dos genes AURKA, AURKB e AURKC. Quatro grupos caridtipos foram
determinados: cariétipo normal, porqgue a maioria dos pacientes com LMA
apresentem esse cariotipo; cariétipo complexo, pois a hipotese levantada esta
relacionada a esse tipo de caridtipo, uma vez que ele se enquadra no tipo de
prognostico mais adverso; translocagfes/inversdes, porque sao alteragdes, em
sua maiora, estruturais e adicOes/delecbes porque sao, em sua maioria,

alteracdes numéricas.
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A andlise da expressdo dos genes estudados em pacientes com cariotipo
normal e caridtipo alterado, independentemente de qual tipo de alteracéo,
também foi feita, assim como a analise combinada dos trés genes, porém as
amostras foram divididas pela mediana. Para as diferencas entre as variaveis
continuas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. As variaveis categoricas foram
comparadas utilizando o teste Chi-quadrado ou, quando aplicavel, o teste exato
de Fisher. A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software SPSS
Statistics 19.0 e STATA versao 14.9.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZAQAO DAS COORTES

As caracteristicas laboratoriais das coortes TCGA, GSE, Beat-AML e da
coorte Recife (Anexo lll — Tabela suplementar) estdo apresentadas na Tabela 1. A
distribuicdo com relagéo ao sexo foi similar entre as coortes. Embora tenha sido
possivel observar uma tendéncia de maior frequéncia do sexo masculino nas
coortes, esta diferenca néo foi significativa (P=0,080). Por outro lado, a mediana
de idade foi significativamente maior na coorte Beat-AML (P<0,0001), enquanto
que a coorte GSE apresentou uma menor frequéncia de pacientes com cari6tipo
complexo (P<0,0001).

Tabela 1. Dados laboratoriais de pacientes das coortes Recife, TCGA, Beat-AML e GSE.

Coorte Coorte Coorte Coorte
Recife TCGA BEAT-AML GSE P-valor
(n=69) (n=155) (n=326) (n=420)
Sexo
Masculino 41 (59,4%) 84 (54,2%) 195 (59,8%) 213 (50,7%) 0,080
Feminino 28 (40,6%) 71 (45,8%) 131 (40,2%) 207 (49,3%)
Idade, mediana, em
, 53 (17-80) 59 (18-88)  62(18-87) 44 (15-77) <0,0001
anos (intervalo)
Citogenética
Cariétipo complexo (CC) 12 (17,4%) 23 (14,8%) 39 (12,0%) 22 (5,2%)
Cariétipo Normal (CN) 35 (50,7%) 82 (52,9%) 198 (60,7%) 203 (48,3%) <0,0001

Translocages / Inversdes

Adicéo / Delegéo

13 (18,8%)
9 (13,1%)

23 (14,8%)
27 (17,4%)

54 (16,6%)
35 (10,7%)

137 (32,6%)
58 (13,8%)

O numero de pacientes com cariotipo complexo variou, com a maior
porcentagem tendo sido apresentada pela coorte TCGA. A porcentagem de
pacientes com caridtipo normal representou, em todas as coortes, 0 grupo
cariétipo com maior quantidade de individuos. As translocac¢des foram o segundo

grupo com maior quantidade de pacientes, com excec¢ao da coorte TCGA.

4.2 COMPARACAO DA EXPRESSAO DE AURKA, AURKB E AURKC EM
CELULAS LEUCEMICAS E HEMATOPOIESE NORMAL

O banco de células BloodSpot foi utilizado para entender a expressao de
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AURKA, AURKB e AURKC durante a LMA e na hematopoiese normal do
individuo. Em células da hematopoiese normal, a expressédo de AURKA (Figura 8)
vai aumentando entre células-tronco hematopoiéticas e tem seu pico de
expressdo no mielécito. Na doenca, AURKA apresenta maior expressao no

cariotipo complexo e menor expressao na t(8;21).
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Figura 8. Expressdo de AURKA nos diferentes tipos de células e nas transloca¢gfes mais bem
definidas da LMA. AML t(15;17) - t(15;17) na LMA; AML inv(16)/t(16;16) —inv(16) na
LMA; AML t(8;21) — t(8;21); AML t(11923)/MLL — t(11923)/MLL na LMA; AML complex —
LMA caridtipo complexo; HSC — células-tronco hematopoiéticas; MPP — progenitores
multipotenciais; CMP — Célula progenitora mieloide comum; GMP — Progenitores
granulociticos-monociticos; MEP - Célula progenitora Megacariocitica-eritroide;
Early PM — Promieldcito imaturo; Late_ PM — Promielécito maduro; MY — Miel6cito; MM
— Metamielécitos; BC — Bastdo; PMN - Polimorfos nucleares maduros; Mono —
Mondcitos. Bagger et al. (2018).

A expressdo de AURKB (Figura 9) em células da hematopoiese normal
variou, porém seu pico de expressao também aconteceu no miel6cito. Na LMA, a
expressédo de AURKB é similar entre o cariétipo complexo e a LMA t(11923). No
restante das translocacdes, todas de bom prognéstico, AURKB tem uma
expressdo mais baixa quando comparada as de progndstico adverso (cariétipo
complexo e t(11g23)).
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Figura 9. Expressdo de AURKB nos diferentes tipos de células e nas transloca¢fes mais bem
definidas da LMA. AML t(15;17) - t(15;17) na LMA; AML inv(16)/t(16;16) —inv(16) na
LMA; AML (8;21) — 1(8;21); AML t(11g23)/MLL — t(11923)/MLL na LMA; AML complex —
LMA cariétipo complexo; HSC — células-tronco hematopoiéticas; MPP — progenitores
multipotenciais; CMP — Célula progenitora mieloide comum; GMP — Progenitores
granulociticos-monociticos; MEP - Célula progenitora Megacariocitica-eritroide;
Early PM — Promieldcito imaturo; Late_ PM — Promielécito maduro; MY — Miel6cito; MM
— Metamielécitos; BC — Bastdo; PMN - Polimorfos nucleares maduros; Mono —
Mondcitos. Bagger et al. (2018).

A expressdo de AURKC (Figura 10) em células da hematopoiese normal é
homogénea entre as células mais imaturas, entretanto entre células maduras sua
maior expressdo aparece em polimorfos nucleares maduros. Na LMA, a expressao

de AURKC é maior no cariétipo complexo e entre as transloca¢fes apontadas, a
expressao de AURKC é bem similar.
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Figura 10. Expressdo de AURKC nos diferentes tipos de células e nas translocacdes mais bem
definidas da LMA. AML t(15;17) - t(15;17) na LMA; AML inv(16)/t(16;16) —inv(16) na
LMA; AML (8;21) — 1(8;21); AML t(11923)/MLL — t(11923)/MLL na LMA; AML complex —
LMA cariétipo complexo; HSC — células-tronco hematopoiéticas; MPP — progenitores
multipotenciais; CMP — Célula progenitora mieloide comum; GMP — Progenitores
granulociticos-monociticos; MEP - Célula progenitora Megacariocitica-eritroide;
Early_PM — Promieldcito imaturo; Late_ PM — Promielécito maduro; MY — Miel6cito; MM
— Metamielécitos; BC — Bastdo; PMN - Polimorfos nucleares maduros; Mono —
Mondcitos. Bagger et al. (2018).

Com essas informacdes, resolvemos aplicar a estratificacdo de pacientes da
mesma forma que o BloodSpot, separando as translocacdes em inv(16), t(8;21),
t(11g23) e caridtipo complexo. Pacientes com t(15;17) foram excluidos do estudo
pois esse tipo de LMA é bem definida, com tratamento eficaz e bom prognéstico e
nés buscamos entender melhor outros tipos de LMA mais heterogenéas. O grupo

outros é composto de translocacdes diferentes das especificadas. Na coorte

TCGA (Figura 11) nao houve diferenca estatistica significativa.
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Figura 11. Distribuicdo dos pacientes nos diferentes tipos de translocacgdes e cariétipo complexo
(CC) — coorte TCGA.

Na coorte Beat-AML (Figura 12), a expressdo de AURKA foi alta na t(11g23).
A expressdo de AURKB e AURKC ndo mostrou diferenca estatistica, sendo

possivel observar a similaridade da mediana de AURKB entre 0s grupos

escolhidos.
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Figura 12. Distribuicdo dos pacientes nos diferentes tipos de translocac¢des e cariétipo complexo
(CC) — coorte Beat-AML.

A expressao de AURKA na coorte GSE € maior em pacientes CC (cari6tipo
complexo) e na t(11923), entretanto houve uma similaridade na expressao de
AURKA nos grupos t(8;21) e inv(16). AURKB e AURKC nado mostraram diferenca
estatistica significativa, entretanto foi observado que AURKC apresentou

expressao similar entre todos os grupos escolhidos.
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Figura 13. Distribuicdo dos pacientes nos diferentes tipos de translocacgdes e cariétipo complexo

(CC) — coorte GSE.

Na coorte Recife, ndo foi possivel obter o P-valor porque a distribuicdo

entre grupos ndo atendeu aos critérios para fazer o teste, porém a maior

expressdo de AURKA e AURKB foi em cari6tipo complexo.
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Figura 14. Distribuicdo dos pacientes nos diferentes tipos de translocacgfes e cariétipo complexo

da LAM - coorte Recife.

Na figura 15, podemos observar a expressdo dos genes AURKA e AURKB

nos diferentes tipos de LMA de acordo com a classificacdo FAB. A expressao de

AURKA €& maior nas LMAs com componentes do que em LMAs mais
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indiferenciadas (MO e M1). O gene AURKB tem uma expressao variada entre as

LMASs, com a expressdo em M6 maior do que as demais.
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Figura 15. Associacdo da expressdo de (a) AURKA e (b) AURKB (log2) com a classificagdo da
FAB - coorte TCGA.

4.3 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO DE AURK COM CARIOTIPO NAS
COORTES TCGA, BEAT-AML E GSE

4.3.1 Coorte TCGA

A associacao da expressao dos genes AURKSs na coorte TCGA, composta
por 155 pacientes, esta discriminada na tabela 2. Os pacientes incluidos neste
estudo possuiam informacfes clinicas (idade e sexo), dados de citogenética
(cariotipo normal, cariétipo complexo, t(8;21), etc) e dados de expressdo dos trés

genes alvos deste estudo.

Tabela 2. Comparacgéo entre os genes AURKA, AURKB e AURKC, dividido em Cariétipo normal e
Cariétipo alterado, separados pla mediana.

AURKA AURKB AURKC
P-valor=0,04* P-valor =0,57 P-valor=0,37
Total: 155 Total: 155 Total: 155
N(%) N(%) N(%)

Mediana Mediana Mediana

Abaixo Acima Abaixo Acima Abaixo Acima
Cariétipo Normal (CN) 30,3 22,7 25,3 27,7 245 28,4
Cariétipo Alterado 19,4 27,6 24,5 22,5 25,2 21,9

*Diferenca estatisticamente significativa

A andlise da expressdo génica com a divisdo em dois grupos cariotipos

(CN x Alterado) foi feita pela mediana, o que nos permitiu observar que AURKA
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acima da mediana, teve uma associacdo com alteracdes de carittipo (P-valor =
0,04), porém os demais genes ndo se comportaram da mesma maneira (P-valor >
0,05). Ao analisar o gréafico (Figura 16), vimos que a distribuicdo de individuos

com cariétipo alterado é maior quando AURKA em alta expresséo.
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Figura 16. Gréfico demonstrando a associacdo de AURKA com os cariétipos Normal e Alterado.

Para entender aonde as alteracbes de cariétipo se encaixavam melhor,
resolvemos fazer a analise dos individuos estratificando mais os grupos (cariotipo
normal, cariétipo complexo, translocacdes/inversbes e adicdes/delecdes) e a
andlise da expressdo génica em quartis. Quando AURKA teve baixa expressao
(abaixo da mediana), 29,6% pacientes apresentaram cari6tipo normal. Porém,
guando AURKA apresentou expressdo aumentada, 9% dos individuos tiveram
cariétipo complexo, enquanto em 11% houve a ocorréncia de
translocacdes/inversdes. Quando AURKB mostrou expressao aumentada (acima
da mediana), 7,1% dos pacientes mostraram cariétipo complexo. Entretanto,
guando a expressao de AURKB foi baixa, 25,2% apresentaram o cariétipo normal.
Contudo, o P-valor dessas expressdes foi > 0,05, entdo ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. AURKC n&o aparentou ter associacdo, em alta

expressao, com cariétipo complexo.
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Tabela 3. Distribuicdo por quartis da associacao dos trés genes alvo com os diferentes grupos
cariétipos do banco de dados TCGA.

AURKA AURKB AURKC
P-valor=0,280 P-valor=0,156 P-valor=0,335
Total: 155 Total: 155 Total: 155
n(%) n (%) n(%)
Quatil Quartil Quartil

10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40

Cari6tipo Complexo (CC) 3,9 4,5 3,2 5,8 32 45 39 32 13 45 52 39
Cari6tipo Normal (CN) 16,2 13,5 11,0 11,0 155 9,7 155 123 135 110 129 155
Translocagdes/Inversbes 0,6 3,2 6,5 4.5 06 71 26 4.5 3,2 5,2 45 19
Adicdes/Dele¢des 39 39 52 32 01 39 39 45 65 45 26 39

Os gréaficos de dispersdo dos genes alvo (Figura 17) na coorte TCGA
mostram que translocacdes/inversdes parecem ter algum tipo de associacdo com

AURKA, porém ndo houve uma diferenca estatisticamente significativa entre os

dados apresentados.
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Figura 17. Gréficos de disperséo de (a) AURKA, (b) AURKB e (c) AURKC, com os diferentes
grupos cariétipos, da coorte TCGA.

4.3.2 Coorte Beat-AML
A distribuicdo de pacientes da coorte Beat-AML (326 pacientes) em dois

grupos cariotipos apresentou os dados a seguir (Tabela 4). A maior parte dos
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pacientes com CN (31,9%) estavam com AURKB em baixa expressao (abaixo da
mediana). AURKC pareceu se comportar de maneira oposta a AURKA e AURKB,
portanto a maior parte dos pacientes com CN (32,8%) apresentou AURKC com
alta expressao. Entretanto, o P-valor dessa coorte ficou acima de 0,05, portanto
nao houve diferenca estatisticamente significativa, somente uma tendéncia
apresentada por AURKC (P-valor=0,07).

Tabela 4. Distribuicdo de pacientes da coorte Beat-AML divididos pela mediana em dois grupos

cariétipos.
AURKA AURKB AURKC
P-valor=0,82 P-valor =0,25 P-valor=0,07
Total: 326 Total: 326 Total: 326
n(%) n (%) n(%)

Mediana Mediana Mediana
Abaixo Acima Abaixo Acima Abaixo Acima
Cariétipo Normal (CN) 30,6 30,1 31,9 28,9 28 32,8
Cariétipo Alterado 19,4 19,9 18,1 21,1 22 17,2

A tabela 5 mostra a divisao, por quartis, dos trés genes alvo deste estudo
em comparacdo com 0S grupos cariétipos determinados (cariotipo normal,
cariétipo complexo, translocacdes/inversées e adicbes/delecbes). Tanto em
AURKA (7,1%) como em AURKB (6,2%), a porcentagem de pacientes CC diante
do total aconteceu quando esses genes estavam acima da mediana. Entretanto,
AURKC mostra o contrario, com a maior porcentagem de pacientes CC (7,4%)
pertencendo aos quartis de baixa expressao desse gene.

O grupo de translocacgdes/inversdes apresentou uma similaridade entre os
trés genes, porém quando AURKB estava hiperexpressa, uma porcentagem maior
de individuos pertencentes a esse grupo (9,5%) fazia parte dos quartis de alta
expressao desse gene. No entanto, os valores de P foram maiores que 0,05,
fazendo com que esses dados nao apresentem uma diferenca estatistica

significativa.

Tabela 5. Distribuicdo, em quartis, dos pacientes da coorte Beat-AML com quatro grupos
cariotipos

AURKA AURKB AURKC
P-valor=0,417 P-valor=0,894 P-valor=0,770
Total: 326 Total: 326 Total: 326
n(%) n(%) n (%)
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Quartil Quartil Quartil
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
Cariétipo Complexo 25 25 34 37 28 31 34 28 4,0 34 2,5 2,1
Cari6tipo Normal 15,3 15,3 17,2 129 16,9 150 13,8 15,0 138 14,1 16,6 16,3
Translocagdes/Inversdes 4,3 4,0 3,7 4,6 34 37 49 46 4.6 4,0 3,7 4,3
AdicBes/Delecbes 28 34 09 37 18 34 31 25 25 37 25 21

Os graficos de dispersao da coorte Beat-AML (Figura 18) demonstram que,
a maior parte dos pacientes CN esta distribuida abaixo da mediana de AURKA e
AURKB. Entretanto, em AURKC essa distribuicdo esté trocada, ou seja, a maior

parte dos pacientes CN esta acima da mediana do gene. Com P-valor>0,05,

esses dados nao possuem diferenca estatistica significativa.
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Figura 18. Gréaficos de dispersao dos genes (a) AURKA, (b) AURKB e (c) AURKC entre os

diferentes

grupos

cariotipos

(cariotipo normal,

cariotipo

translocacdes/inversdes e adi¢cdes/delecbes) da coorte Beat-AML.

4.3.3 Coorte GSE

complexo,
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A partir da analise da tabela 6, observamos que AURKA, quando em alta
expressao, foi associado com alteracdes de cariétipo (P-valor=0,04), assim como
foi demonstrado na coorte TCGA. AURKB e AURKC parecem ser opostos em sua
expressao: enquanto pacientes CN apresentaram uma alta expressao de AURKB,
com AURKC, pacientes CN apresentaram baixa expressao. Entretanto, o P-valor
de AURKB e AURKC foram maiores que 0,05, entdo ndo houve diferenca

estatistica significativa.

Tabela 6. Pacientes da coorte GSE divididos em dois grupos cariétipos (CN e Cari6tipo Alterado)

AURKA AURKB AURKC
P-valor=0,04* P-valor=0,38 P-valor=0,77

Total: 420 Total: 420 Total: 420

N(%) N(%) N(%)
Mediana Mediana Mediana
Abaixo Acima Abaixo Acima Abaixo Acima

Cariétipo Normal (CN) 26,7 21,7 23,1 25,2 27 21
Cariétipo Alterado 23,3 28,3 26,9 24,8 30 22

*Diferenca estatisticamente significativa

Quando foi feita a distribuicdo de pacientes desses dois grupos cariétipos
pela mediana (Figura 19), observamos que AURKB apresentou um papel de

associacado com o cariotipo alterado quando em alta expresséao (P-valor=0,02).
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Figura 19. Representacdo dos grupos cariétipos divididos pela mediana do gene AURKB.

Os 420 pacientes que compdem a coorte GSE estéo dispostos na tabela 7.

Quando AURKA estava abaixo da mediana, uma porcentagem maior de pacientes
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apresentaram cariotipo complexo, enquanto que quando o gene teve baixa
expressdo a porcentagem de pacientes com cariétipo  normal,
translocacdes/inversdes e adi¢cdes/delecdes € maior dentro dessa condicdo. No
que diz respeito a AURKB, 24,5% dos pacientes com cariétipo normal que fazem
parte da coorte GSE, estdo alocados nos quartis de maior expressao de AURKB,
assim como a maior porcentagem e pacientes que apresentaram
translocacdes/inversdes e adi¢cdes/delecbes. O gene AURKC, também nessa
coorte, aparenta ter uma relacédo inversa com AURKB. No entando, em todos os
trés genes o P-valor foi maior que 0,05, entdo ndao houve uma diferenca

estatistica relevante.

Tabela 7. Distribuicdo por quartis da associacdo dos trés genes alvo com os diferentes grupos
cariétipos do banco de dados GSE.

AURKA AURKB AURKC
P-valor=0,155 P-valor=0,669 P-valor=0,642
Total: 420 Total: 420 Total: 420
N(%) N(%) N(%)
Quartil Quartil Quartil
1° 20 3° 40 1° 20 3° 40 1° 20 30 40
Cariétipo Complexo 1,2 2,1 1,2 0,7 1,2 14 1,0 1,7 2,0 1,7 12 1.2
Cariétipo Normal 148 119 114 10,2 124 10,7 11,1 133 133 140 7,4 136
Translocacgdes/Inversbes 6,7 7,9 7,9 10,2 8,6 8,3 7,6 8,1 10,0 9,8 6,2 6,7
AdicBes/Delecbes 29 26 43 40 40 33 45 19 3,6 38 31 33

Nos graficos de dispersdo (Figura 20) a distribuicdo das amostras, com
relacdo a mediana de AURKA, foi homogénea, sem uma clara identificacdo de
qual grupo aparece mais em que tipo de expressao, diferente da distribuicdo das
amostras em relagcdo a AURKC, onde a maioria das amostras esta acima da
mediana do gene. A maioria dos pacientes com cariétipo normal, com cariétipo
complexo e do grupo de adi¢Oes/delecbes apareceram abaixo da mediana de
AURKB, enquanto que no grupo de translocacdes/inversdes, ndo foi possivel
observar de maneira exata como a distribuicdo foi feita. O P-valor dessas
distribuicdes foram maiores que 0,05, porém o P-valor de AURKB chegou préximo
(P-valor = 0,057).
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Figura 20. Graficos de dispersdo dos genes (a) AURKA, (b) AURKB e (c) AURKC entre os
diferentes grupos cariétipos (cariétipo normal, cariétipo complexo,
translocacdes/inversdes e adices/delecbes) da coorte GSE.

4.4ASSOCIAQAO DA EXPRESSAO DE AURK COM CARIOTIPO NA COORTE
RECIFE

A coorte Recife possuiu 69 pacientes com expressdo de AURKB e 30
pacientes com expressao de AURKA porque, apesar da sonda ter sido obtida,
nao houve tempo habil para realizar o restante das analises.

Ao dividir os pacientes da coorte Recife em dois grupos cariotipos, foi visto
gue 26,7% dos pacientes CN ficaram abaixo da mediana de AURKA, engquanto
que a porcentagem de pacientes CN abaixo e acima da mediana de AURKB séo
iguais (24,6%). A maioria dos pacientes com cariotipo alterado, tanto em AURKA
guanto AURKB, se mostraram acima da mediana. Os valores de P foram maiores
qgue 0,05.
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Tabela 8. Comparacao entre os genes dividido em cari6tipo normal e cariétipo alterado, separados
pla mediana, pertencentes a coorte Recife.

AURKA AURKB
P-valor=0,71 P-valor =0,90
Total: 30 Total: 69
n(%) n (%)

Mediana Mediana
Abaixo Acima Abaixo Acima
Cari6tipo Normal (CN) 26,7 23,3 24,6 24,6
Cariotipo Alterado 23,3 26,7 24,6 26,2

Na tabela 9 esta representada a coorte Recife totalizando 30 pacientes
com expressdao do gene AURKA e 69 com expressdo do gene AURKB. Em
relacdo ao cariotipo normal, as maiores porcentagens foram relacionadas a esse
grupo, tanto em AURKA como em AURKB. Apesar de ter um n amostral pequeno,
AURKB mostrou uma tendéncia (P-valor=0,07) com relacdo as translocacoes,
com 13% dos pacientes dentro dos quartis de baixa expressédo do gene. AURKA

nao mostrou associacdo com nenhum dos grupos cariétipos (P-valor>0,05).

Tabela 9. Distribuicdo, em quartis dos pacientes da coorte Recife com quatro grupos cariétipos

AURKA AURKB
P-valor=0,11 P-valor=0,07
Total: 30 Total: 69
n(%) n(%)
Quartil Quartil
1° 20 30 40 1° 20 3° 40
Cariotipo Complexo 3,3 0,0 3,3 3,3 2,9 2,9 5,8 7,2
Cario6tipo Normal 16,7 10,0 3,3 200 10,1 145 26,7 13,0
Translocag¢des/Inversdes 3,3 13,3 13,3 0,0 11,6 1,4 2,9 1,4
AdicBes/Delecbes 0,0 3,3 6,7 0,0 1,4 4,3 5,8 2,9

A figura 21 representa o grafico com a associacdo de AURKB com os 69
pacientes da coorte Recife (P-valor=0,05), onde o grupo CN ficou distribuido de
maneira homogénea ao redor da mediana. No grupo translocagdes / inversdes, a

maior parte dos pacientes ficou acima da mediana.
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Figura 21. Representacdo gréfica da associacdo dos individuos dos diferentes grupos cariétipos
com os genes (a) AURKA e (b) AURKB.

4.5 ANALISE COMBINADA DAS AURKS NAS COORTES TCGA, GSE E RECIFE

Ao fazer a andlise combinada dos genes na coorte TCGA (Tabela 10), foi
visto que quando apenas AURKA estava acima da mediana, uma porcentagem
maior de pacientes apresentou cariétipo complexo, enquanto que quando os trés
genes estavam abaixo da mediana, mais pacientes apresentaram cariotipo
normal.

A prevaléncia do grupo translocacgfes/inversées também ocorreu quando
apenas AURKA estava acima da mediana e quando apenas AURKB estava
abaixo da mediana, o grupo adi¢cdes/delecGes teve sua maior porcentagem

mostrada.

Tabela 10. Anéalise combinada das AURKSs na coorte TCGA

Apenas Apenas Apenas

ABC ABC Apenas Apenas Apenas B c

abaixo acima A acima B acima C acima

abaixo abaixo abaixo P-valor
daMd daMd daMd da Md da Md
%) %) %) %) %) da Md da Md da Md
n(% n(% n(“ n(“% n(“o,
n(%) n(%) n(%)
Cari6tipo complexo 2,4 2,4 7,1 1,4 1,2 4.8 0,47 0,47
Cariétipo normal 8,1 5 59 8,1 3,6 6,9 55 5,2 0.047*
Translocagdes/inversdes 4,5 4.8 6,9 55 1,9 2,6 3,5 2,8 '
Adicdes/delecdes 2,4 2,14 1,2 1,4 1,2 0,47 2,6 2,4

*Diferenca estatisticamente significativa




65

A tabela 11 representa os pacientes da coorte GSE e mostra que quando
apenas AURKC estava acima da mediana, uma porcentagem maior de pacientes
apresentou cariotipo normal e a mesma porcentagem de pacientes foi vista
quando os trés genes se apresentaram acima da mediana ou apenas com
AURKC abaixo da mediana. Com apenas AURKC abaixo da mediana, mais
pacientes se apresentaram tanto no grupo translocacgdes/inversées (3,8%) quanto

no grupo adi¢cdes/delecdes (4,5%).

Tabela 11. Analise combinada de AURKA, AURKB e AURKC na coorte GSE.

ABC Apenas Apenas Apenas Apenas Apenas Apenas
ABC acima A B C A B C
abaixo da acima acima acima abaixo abaixo abaixo
daMmd Md daMd daMd daMd daMd daMd daMd P-
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n (%) n(%) valor

Cariotipo complexo 1,29 3,8 1,9 0 3,8 0,6 0,6 2,5
Cariotipo normal 10,9 10,3 0,6 1,9 12,9 4.5 0,6 10,9 0.049*
Translocagdes/inversées 1,29 1,9 1,9 1,2 1,9 0 25 3,8
AdicBes/delecbes 3,8 1,9 0,6 1,9 3,2 0 1,29 4,5

*Diferenca estatisticamente significativa

Na analise combinada feita na coorte Recife, 26,7% dos pacientes com
cariotipo normal estavam localizados onde AURKA e AURKB estavam abaixo da
mediana e 6,7% dos pacientes com cariétipo complexo estavam no grupo em que
apenas AURKA estava acima da mediana. Quando AURKA e AURKB abaixo da
mediana, 16,7% dos pacientes com translocacdes/inversdes ficam nesse grupo. A
mesma porcentagem de pacientes apareceu nas diferentes combinacdes de
AURKA e AURKB no grupo de adi¢cdes/dele¢cdes. No entanto, o P-valor foi maior

gue 0,05, entdo ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 12. Analise combinada de AURKA e AURKB na coorte Recife.
AB abaixo da Md AB acima da Md Apenas A acima da Md P-

n(%) n(%) n(%) valor
Cariétipo complexo 3,3 0 6,7
Cariétipo normal 26,7 3,3 0,2 055
Translocag¢des/inversfes 16,7 0 13,3 ’

Adicdes/delecdes 3,3 3,3 3,3
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5 DISCUSSAO

A caracterizagdo citogenética das leucemias demonstrou ser o fator
prognéstico mais importante para resposta e sobrevida, em pacientes jovens e
idosos (Blum et al., 2017). Sendo assim, ao invés de dividir os pacientes pelo seu
tipo de progndstico (favoravel, intermediario e adverso), optamos por dividir os
pacientes entre cariétipos diferentes. A principio em cariotipo normal (CN) e
caridtipo alterado (CA), depois em caridtipo normal, cariotipo complexo (CC),
translocacdes / inversbes e adicdes / delecdes para fazer uma associacdo de
maneira mais acurada entre os genes estudados e as altera¢cdes cromossémicas
vistas nos pacientes.

A frequéncia de pacientes com LMA que apresentam cariétipo complexo é
baixa quando comparada aos pacientes que possuem cariotipo normal (Mrozek,
2008; Dohner et al., 2010; Rollig et al., 2011; Mrozek et al., 2012; Stolzel et al.,
2016). O mecanismo por tras do desenvolvimento do CC néo é claro, porém dois
modelos podem explicar esse mecanismo: evolu¢do clonal (acumulacdo de
alteracbes cromossdmicas independentes em varios ciclos diferentes) e
cromotripsis (um uUnico evento catastréfico) (Haferlach et al., 2012; Zemanova et
al., 2014). Haferlach et al. (2012) demonstraram que cromotripsis e evolucéo
genética sequencial ndo sdo mecanismos alternados e sim mecanismos
combinados na LMA. Eles observaram que a evolucdo clonal é mais frequente
que a cromotripsis e, portanto pode ser mais importante na patogénese da LMA
com CC.

Na tabela 1, o numero de pacientes com cariétipo normal (CN) é maioria
(Recife = 35/69; TCGA = 82/155; Beat-AML = 198/326; GSE = 203/420). As
leucemias de CN, que correspondem a 40-50% dos casos de LMA, apresentam
um prognostico incerto, devido a uma marcante heterogeneidade em relacdo as
alteracdes moleculares subjacentes e responsividade ao tratamento (Grimwade et
al., 2010; Pippa e Odero, 2014).

Neste trabalho foi observada a associacdo de AURKB com cariotipo
complexo (P=0,05) com a coorte Recife. Esse resultado sustenta a hipotese de
gue AURKB tem um papel na instabilidade cromoss6mica vista na LMA. Os genes
AURKA e AURKB tem uma alta expressao em diferentes doencas hematoldgicas,
como LMA, LMC e LLA, assim como em diferentes tumores sélidos (Lens et al.,

2010; Farag, 2011). A inibicdo dessas quinases em doencas hematologicas pode
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influenciar a divisdo celular, parada do ciclo celular e sensibilidade das células a
irradiacdo e melhorar o efeito anti-leucémico em agentes quimioterapicos (Farag,
2011; Schneider et al., 2012).

Os bancos de dados TCGA (The Cancer Genome Atlas et al., 2013), GSE
(Vaarhak et al., 2009) e Beat-AML (Tyner et al.,, 2018) foram utilizados nessa
andlise in silico pois sdo ferramentas de uso publico, com um namero amostral
consideravel e que tém muitas informacdes clinicas e de expressdo de varios
genes utilizados para estudar diversos tipos de canceres, como a leucemia
mieldide aguda.

O banco de células BloodSpot (Bagger et al.,, 2018) foi utilizado para
identificar de que forma os genes AURKA, AURKB e AURKC se comportam n&o
s6 na LMA, mas principalmente em células normais. Neste trabalho, observamos
gue AURKB em células saudaveis tem a maior expressao em mieldcitos, e nas
células progenitoras hematopoiéticas a expressao € variavel, porém também é
alta. Nesse trabalho, nés fizemos a andlise da expressdo de AURKB com a
classificacdo FAB da coorte TCGA e confimamos que AURKB esta associada
tanto com LMAs com componentes maduros, como M4, quanto com LMAs mais
indiferenciadas, como M1 (P=0,01). Ao analisar AURKA, vimos que em células
saudaveis, sua maior expressdo € em mieldcitos, assim como AURKB. Ao fazer a
analise da expressao com a coorte TCGA, observamos que AURKA se associa
com LMAs com componentes maduros, como M4 (P=0,049). AURKC, em células
saudaveis da hematopoiese normal, apresenta expressao similar e aparenta ter
uma associacdo com o cariétipo complexo na LMA. Nao foi possivel fazer essa
comparagao com as outras coortes porque muitos pacientes ndo possuiam essa
informacdo. Nao ha relatos na literatura de associacdo das AURKs com o0s
diferentes tipos de LMA da classificacdo FAB.

Oliveira et al. (2009) demonstraram alta expressdo de AURKB em paciente
com cariétipo complexo. Depois, Lucena-Araujo et al. (2011) demonstraram que
AURKB estava associado com alteracbes de caridtipo de prognostico
desfavoravel. Nas nossas analises, o gene AURKB se mostrou associado com
caridtipo alterado na coorte GSE quando em alta expresséo (P=0,02). Entretanto,
nao conseguimos observar uma clara associacdo de AURKB com caribtipo
complexo.

Em todas as coortes, quando AURKB apresenta uma alta expressao, mais
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pacientes apresentam translocagfes/inversdes, porém somenta na coorte GSE o
P-valor se aproximou de 0,05 (P=0,057), entdo ndo houve diferenca estatistica
significativa, mas uma tendéncia que se apresentou. Qi et al. (2019) publicou um
trabalho onde dois inibidores de AURKA e AURKB (Alisertib e Barasertib) foram
testados em duas linhagens celulares (Kasumi-1 e Skno-1) que abrigavam a
mutacdo AML1-ETO da LMA com t(8;21) e viu que esses inibidores regulam a
proliferacdo de LMA com t(8;21) induzindo a acumulacdo na fase G2/M,
(Qi et al., 2019).

Nas coortes TCGA e GSE, a alta expressdao de AURKA esta associada
com alteracBes de cariotipo. No artigo publicado por Gritsko em 2003, € dito que a
expressdo aumentada de AURKA € uma caracteristica necessaria na
tumorigénese, no entanto, a localizacdo celular de AURKA também esta implicada
nessa tumorigénese. Nas células normais, o AURKA é expresso principalmente
durante a transicdo de fase G2-M e esta localizado nos centrébmeros e no fuso
mitético; nas células malignas, o AURKA é detectado difusamente por toda a
célula (Gritsko et al., 2003). Nas células com alta expressdo de AURKA, a mitose
€ caracterizada pela presenca de multiplos centrdbmeros e fusos multipolares
(Bischoff et al., 1998; Zhou et al.,, 1998; Meraldi et al., 2002). Apesar do
microtubulo-cinetdcoro aberrante acessorio resultante, as células anulam o ponto
de verificagdo mitético e progridem da metafase para a anafase, resultando em
varios defeitos de separacao cromossémica. Essas células ndo sofrem citocinesia
e, com ciclos celulares adicionais, se desenvolve poliploidia e instabilidade
cromossOmica progressiva (Meraldi et al., 2002; Anand et al., 2003).

O gene AURKC ndao teve associacdo com nenhum dos grupos cariétipos
em nenhuma das coortes estudadas. Pouco se sabe sobre o papel de AURKC na
transformacao para malignidade, assim como seu papel no desenvolvimento de
canceres (Carvajal et al., 2006; Fu et al., 2006; Pollard e Mortimore, 2009; Dar et
al., 2010; Pitts et al., 2014). AURKC ¢ aberrantemente expressa em linhagens
celulares de céanceres invasivos de mama e prostata (Zekri et al., 2012). Um
estudo mostrou que essa alta expressédo induziu uma divisdo celular anormal
resultando na amplificacdo do centrébmero, multinucleacdo e aumento da
proliferacéo (Tsou et al., 2011). Ulisse et al. (2006) mostrou que a expressao de

AURKA e AURKB foram reguladas no nivel transcricional, enquanto AURKC foi
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modulada no nivel pés-transcricional (Ulisse et al., 2006). Yazarloo et al (2013)
nao viu associagdo de AURKC com LMA. Portanto quando foi feita a coorte
Recife, foi decidido que néo valia a pena incluir o gene AURKC nas analises.

Na analise combinada das AURKSs, observamos que, na coorte TCGA
(P=0,047), quando apenas AURKA estava acima da mediana, mais pacientes
apresentavam cariotipo complexo e translocacgfes/inversdes. Na coorte GSE
(P=0,049), quando apenas AURKC estava abaixo da mediana, mais pacientes
apresentaram translocacgfes/inversdes e adi¢cdes/delecdes. Nguyen et al. (2018)
mostrou que AURKB regula negativamente AURKC na meiose e Tsou et al.
(2011) demonstrou que a hiperexpressdao de AURKC diminui a expressao de
AURKB em células cancerigenas (Tsou et al., 2011, Nguyen et al., 2018). A
relacdo de AURKA com AURKC ndo € bem estabelecida, porém Mesic et al.
(2016) demonstrou uma associacao entre AURKA e AURKC em células de cancer
gastrico. Portanto, mais estudos sdo necessarios para entender como esses dois
genes se relacionam. Na relacdo de AURKA e AURKB na literatura (Lucena-
Araujo et al.,, 2011; Yang et al., 2014), a hiperexpressdo desses genes, de
maneira independente, esta associada com a LMA. Entretanto, um estudo de dos
Santo et al. (2016) diz que a oncogénese € induzida por AURKA e / ou AURKB e
que a inibicdo de AURKA e / ou AURKB pode ser alvo terapéutico para o cancer
de pulméao (dos Santos et al., 2016).
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6 CONCLUSOES

Diantes dos resultados apresentados é possivel concluir que:

1. Pacientes com cariétipo normal representam cerca de 50% dos casos de
LMA abordados neste estudo;

2. A alta expressdao de AURKA esta associada com cariétipo alterado na
LMA;

3. A alta expressdo de AURKB esta associada com cariétipo complexo na
LMA, porém mais estudos precisam ser feitos para confirmar a
associagao desse gene com translocagdes/inversoes;

4. AURKC nédo aparenta ter associacgdo com a LMA de maneira
independente, porém parece regular negativamente a expressao de
AURKB. No entanto, mais estudos sao necessarios para confirmar essa

informacéo.
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APENDICE A — TABELA SUPLEMENTAR

Tabela suplementar 1: Cariétipos dos pacientes da coorte Recife.
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. Grupo de N° de
Cariotipo S .
cariotipo pacientes
46,XY[20] CN 25
46,XX[20] CN 10
48,XX,t(4;6)(p14;97?),+16,+21,t(4;20)(p13;911)[20] CC 01
46,XY,del(7)(q21),t(7;16)(p15;923),inv(12)(p13;924.1)[20] CC 01
CC CC 01
46,XY,1(8;21)(g22;922)[20] t/inv 03
46,XX,1(8;21)(922;922)[20] t/inv 04
46,XY,t(5;11)(q35;p13)[20] t/inv 01
46,XX,inv(16)(p13;g922)[20] t/inv 01
46,XX,1(4;17)(p14;912),1(9;22)(9q32;911)[20] t/inv 01
46,XY,1(8;21)(g22;922),inv(9)(g12.q13)[20] t/inv 01
46,XY,t(7;13)(922;934)[20] t/inv 01
46,XX,t(2;10)(q?;p?),-7,+18[20] CC 01
46,XY,1(3;11)(p25;p15)[20] t/inv 01
46,XX,del(11)(g23)[20] add/del 01
46,XX,del(5)(q31;935)[20] add/del 01
43~46,XX,del(5q)(q12;913),-18,-19,-20,-22[20] CC 01
47 ,XY,+4[20] add/del 01
47,XY,+8[20] add/del 01
48,XY,+8,+8[20] add/del 01
45,XX,-7[20] add/del 01
47,XY,del(2)(p13),-5,+8,add(9)(q34),-12,-13,- CC 01
17,+21,+3mar[20]
47,XX,+11[20] add/del 01
47,XY,+8[20] add/del 01
81-92,XXXX,1(9;22)(q34;q11)x2[20] CC 01
47,XY,-5,del(7)(g22q34),del(17)(p13),+mar[20] CC 01
45,XY,der(17)t(17;18)(p11.2;?),-18[20] CC 01
44,XX,-4,del(5)(q12933),dic(7;18)(g36;923),-18,-22[20] CC 01
47,XY,+8,del(20)(g11)[20] add/del 01
44 X,- CC 01
X,add(1)(p36),+6,del(6)(q?),t(11;?)(p11.2;?),del(12)(p11.
2),-13,-13,-17,+mar[20]

46,XX,del(1)(g41),t(9;22)(g34;911),del(17)(p11.2)[20] CC 01
Total 69 69
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ANEXO A — PARECERES DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Parecer 1: Parecer de aprovacédo do comité de ética da Universidade Federal de

Pernambuco.

UFPE - UNIVERSIDADE
e ﬁ FEDERAL DE PERNAMBUCO - %’W
{== - CAMPUS RECIFE -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA EXPRESSAD DOS GEMES AURKA, AURKE E AURKC EM
PACIENTES ADULTOS COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Pesquisador: AIDA MAYRA GUEDES DE ANDRADE

Area Temdtica: Genética Humana:
(Trate-s& de pesqguisa envolvendo Gendtica Humana gue nao necessia de andlise
ética por parte da COMER; )

Versgo: 3

CAAE: 023T0318.5.0000 5208

instituigio Proponente: CENTRO DE CIEMCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Princlpal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER

Himero do Parecer: 3.251.870

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de emenda para simples aiteracso em wn dos protocolos de colets de maternsl (sangue peniférico
ou médula dssea). A alteragdo consiste basicaments em aumentar &5 quantidedes de sangue perifénico ou
de medula éssea coletadas de 4 mil para & mi & de 5 ml para 10 ml. respectivamente. A medula serd obiida
do aspirado de medula dsses dos paclentes que (4 estio sendo coletados para realizacdo do exams
‘mielograma”, Indicado para esclarecimento de citopendas, portanto. o paclente nBo serd exposto & riscos
adiclonals sgueles intrinsecos aos procedimentos padries. Esta modificagdo se deve ao fato da rapida
coagulagdo des amosiras de médula dsses obtides por procedimento cinbrgico da criste illaca. Reiters-s=
que todos os procedimentos para coleta des amaostras serfo realizedos no Servipo de Hematodogla do
Hosgpital das Clinicas de Pemambuco, cuja carta de anuéncla encontrasse anexads & plataforma brasil.
Assim sendo o projeto de pesquisa da Estudante AIDA MAYRA GUEDES DE AMDRADE orientanda do
Professor ANTOMIO ROBERTO LUCENA DE ARAUJO vinculado ao Programa de Pds-graduagdo em
Genética da Universidade Federal de Pemambuco. O projeto serd desenvohado no Laboratdrio Central do
Centro de Blociénclas da UFPE, Centro de Pesguiza Aggeu Mapgalhies, Hospital de Cancer de
Pemambucao, Instituto de Medicing Integral Prof. Fernando Figueira, Hospital das Clinkcas da Universidade
Faderal de Pemambuco (HC-UFPE). Fundagdo de Hematologia e
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Parecer 2: Parecer de aprovagdo do comité de ética do Hospital do Cancer de

Pernambuco.

SOCIEDADE FERNAMBUCANA

DE COMBATE AO CANCER- {%,' v

SPCC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAQ DA EXPRESSAC DOS GENES AURKA, AURKB E AURKC EM
PACIENTES ADULTOS COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Pesquisador: AIDA MAYRA GUEDES DE AMDRADE

Area Teméitica: Genética Humana:
[Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
etica por parte da CONEFR;);

Versao: 1
CAAE: D2B870318.5.3003.5205
Instituigdo Proponente: SOCIEDADE PERNAMBUCAMNA DE COMBATE AD CANCER -SPCC

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 3.337.810

Apresentagao do Projeto:

Considerando as alteragdes citogensticas no diagndstico como o principal fator

progndstico independente na LMA e gue o comprometimento da fungio das Aurks

pode causar instabilidade cromossomica, & teoricamente possivel que a expressao

afou amplificagio dos genes AURKA, AURKE = AURKC possam estar diretamente

associados com aleracdes cromossdmicas, principalments estruturais.

Objetivo da Pesquisa:

4.1. Objetivo Primaric

Associar a expressic dos genes AURKA, AURKB e AURKC com alteragies cromossdmicas (estruturais e
numéricas) ao diagnostico e desfecho clinico de pacientes adultos com leucemia mieloide aguda.

4.2, Objetivos Secundarios

Determinar as alteragdes cromossomicas (estruturais & numéericas) ao diagnidstico de pacientes adultos com
leucemia misloide aguda e categorizalos em grupes de iscolfavoravel, intermediaric e desfavoravel),
seguindo as recomendagies do grupo European LeukemiaMet (ELM);

Determinar a expressao relativa dos genes AURKA, AURKE & AURKC em

amostras de medula dssea de pacientes adultos com leucemia misldide
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Parecer 3: Parecer de aprovacdo do comité de ética da Fundacgédo de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (Hemope).

FUNDACAQ DE
HEMATOLOGAE  QRBrad - ™
HEMOTERAPIA DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante
DADOS DD PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: AUALIAI;:AD DA EXPRESSAO DOS GEMES AURKA, AURKE E AURKC EM
PACIENTES ADULTOS COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Pesquisador: AlDA MAYRA GUEDES DE ANDRADE

Area Temdtica: Genética Humana:
[Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue ndo necessita de analiss
etica par parte da CONER;);

Versao: 1

CAAE: 02870318.5.2001.5185

Instituigio Proponente: Fundagio de Hematologia @ Hemoterapia do Estado de Pemambuco -
Patrocinador Principal: Financiamentio Praprio

DADOS DO PARECER

Mumere do Parecer: 3.402.769

Apresentagao do Projeto:

A leucemia mieldide aguda (LMA)é uma doenga clonal da medula dssea que

afeta progenitores hematopoiéticos, tomando-os incapazes de se diferendarem
terminalmente & de responderem ao0s reguladores naturais de proliferacdo e morte
celular. Ela & uma doenga bastante heterogénea no que diz respeite 3 sua biclogia e 3
resposta ao tratamento, dessa forma, © estudo de marcadores geneticos, de achados
citogenéticos & de seu impacio no prognostico permite o desenvolvimento de
abordagens terapéuticas adapiadas a0 risco, cujas chances de sucesso e cura s3o0
potencialmante maiores. Messa contexto, alteragies citogenéticas ao diagnastico
constituem o principal fator progndstico independents da LMA. Em 15% a 20% dos
pacientes, & observado canidtipo complexo. A organizagde EuropeanLeukemiahlet
(ELN} classifica pacientes com LMA de acordo com seu progndstico em grupos de
risco favoraveis, intermedianios e desfavordveis, formecendo ferramentas importantes
para a conduta terapéutica desses pacientes Alguns trabalhos mostram que expressac
abemante de proteinas responsaveis pela formagio do fuso mitotitico e centrdmero
possam estar envabidas neste processo. Nesse sentido, as auroras guinases [Aurk)

desempenham papel fundamental na regulagie da mitose & controle da citocinese,
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr.(a) para participar como voluntario(a) da pesquisa “Avaliacao
da expressédo dos genes AURKA, AURKB e AURKC em pacientes adultos com leucemia
mieldide aguda”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Aida Mayra Guedes
de Andrade, residente a Rua Quarenta e Oito, nimero 462, Espinheiro CEP: 52020-060,
telefone: (81) 999748622, email: aidamgandrade@gmail.com. Também participam desta
pesquisa os pesquisadores: Antonio Roberto Lucena de Araujo (81- 999089382), Marcos
André Cavalcanti Bezerra (81-998008105), Aleide Santos de Melo Lima (81-988358596),
Matheus Filgueira Bezerra (81-998734248), Fabio Rodrigo Barbosa Dutra Nascimento
(81-988612131), Manuela Freire Hazin Costa (81-988289558), Marinus de Moraes Lima
(81-995741797) e Reijane Alves de Assis (81-996490639).

Caso este Termo de Consentimento contenha informagfes que ndo lhe sejam
compreensiveis, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando
e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a
realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
gue estd em duas vias, uma via lhe serd entregue e a outra ficara com o pesquisador
responsavel.

Caso ndo concorde, ndo havera penalizagdo, bem como ser& possivel retirar o
consentimento a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Essa pesquisa tem como objetivo “associar a expressdo dos genes AURKA, AURKB
e AURKC (partes do DNA que produzem particulas conhecidas como RNAs e proteinas
para que o corpo funcione bem) com alteragbes cromossémicas (estruturais e
numéricas) ao diagnostico e desfecho clinico de pacientes adultos com leucemia miel6ide
aguda”. Serao incluidos na pesquisa pacientes adultos (acima de 18 anos) com
diagnéstico de LMA (um tipo de leucemia), atendidos e acompanhados no Hospital
Hemope e no Hospital do Cancer de Pernambuco (HCP). O material a ser analisado na
pesquisa sera de medula Gssea (tutano) e/ou sangue periférico (sangue retirado das
veias do braco). Essas amostras séo coletadas de rotina no momento do diagndstico e s6
utilizaremos na pesquisa o material que sobrar dessas analises, ndo sendo necesséria
nenhuma coleta adicional, evitando transtornos ao paciente. A pesquisa ndo pretende
modificar o tratamento ou acompanhamento ja preconizado (estabelecido) para o
paciente.

Essa pesquisa ndo traz riscos adicionais para o paciente, além dos riscos que sao
intrinsecos préprios) aos procedimentos que ja seriam realizados na rotina de
diagnéstico, pois o seu material biolégico serd o mesmo utilizado na rotina laboratorial do
HCP e Hospital Hemope e serd encaminhado para a pesquisa somente apds seu uso na
rotina, sendo utilizado apenas o material que sobrar. Em nenhuma ocasido sera coletado
material excedente para uso da pesquisa. Pode haver, apenas, risco de constrangimento
pela exposi¢do dos dados, que sera minimizado com o rigoroso controle das informagées
pelo pesquisador principal.

Com essa pesquisa pretendemos, futuramente, melhorar o entendimento sobre o
desenvolvimento da LMA e o refinamento da analise de prognéstico (classificacdo de
risco) e, assim, podera haver uma maior adequacdo do protocolo de tratamento a ser
seguido para cada paciente, podendo aumentar as chances de cura.

Apesar de a pesquisa de algumas destas mutacOes serem preconizadas pela
Organizagdo Mundial da Saude, o alto custo destes exames muitas vezes ndo permite
sua realizacdo nas instituicbes publicas ou por custeio proprio do paciente. Nesse
contexto, esse projeto se propde a realizar os testes em questéo e fornecer os resultados
a equipe dos hospitais envolvidos e aos pacientes.
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Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo
ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados de prontuario coletados nesta pesquisa, ficardo armazenados em
computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador principal, nho endereco
acima informado, pelo periodo minimo de 5 anos.

Nada lhe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacdo é voluntaria, mas fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, por
parte dos pesquisadores, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa,
conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a
sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e
alimentacéo).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE,
CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Aida Mayra Guedes de Andrade
Pesquisador responsavel


mailto:cepccs@ufpe.br
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a
oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo “Avaliagdo da expressdo dos genes
AURKA, AURKB e AURKC em pacientes adultos com leucemia mieléide aguda”, como
voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a)
sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar o0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data

Assinatura do participante:

Impressao
digital
(opcional)

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e

0 aceite do voluntario em participar.
pesquisadores):

(02 testemunhas nao ligadas a equipe de

Nome:

Nome:

Assinatura;

Assinatura;
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CURRICULUM VITAE (LATTES)

Aida Mayra Guedes de Andrade

Dados pessoais

Filiacdo Edmundo Joaquim de Andrade e Juely Guedes Pereira de Andrade
Nascimento 04/07/1995 - Brasil

Formacao académical/titulacao

2018 Mestrado em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife,
Brasil
Titulo: AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES
AURKA, AURKB E AURKC EM PACIENTES ADULTOS
COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
Orientador: Prof. Dr. Anténio Roberto Lucena de Araujo
Co-orientador: Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti
Bezerra
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPQ).

2013 - 2017 Graduacdo em Biomedicina.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife,
Brasil
Titulo: ANALISE DE ALTERACOES
CROMOSSOMICAS: UM ESTUDO DE EXPOSICAO
PARCIAL A RAIOS X
Orientador: Dra. Fabiana Farias de Lima

Formacao complementar

2019-2019 Curso de PCR Quantitativa em Tempo Real. (Carga
horéria: 50h). Universidade Federal de Pernambuco,
UFPE, Brasil.

Producéo

Producéao bibliografica
Artigos completos publicados em periddicos

1. MENDES, MARIANA E. ; MENDONCA, JULYANNE C. G. ; BARQUINERO,
JOAN F. ; HIGUERAS, MANUEL ; GONZALEZ, JORGE E. ; ANDRADE, AIDA
M. G. ; SILVA, LAIS M. ; NASCIMENTO, ALYNE M. S. ; LIMA, JULIANNE C. F.
: SILVA, JULIO C. G. ; HWANG, SUY ; MELO, ANA M. M. A. ; SANTOS, NEIDE
; LIMA, FABIANA F. . Comparative study of micronucleus assays and dicentric
plus ring chromosomes for dose assessment in particular cases of partial-body
exposure. INTERNATIONAL JOURNAL OF RADIATION BIOLOGY, v. 95, p. 1-
14, 20109.
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Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. NASCIMENTO, F. R. B. D. ; FRANCA NETO, P. L. ; ARAUJO, G. V. S. ;
ANDRADE, AIDA M. G. ; SILVA, J. L. C. ; ARAUJO, A. S. ; BEZERA, M. A. C. ;
LUCENA-ARAUJO, A. R. . Avaliacéao clinica dos polimorfismos MMP2 rs243865
e MMP9 rs17576 em pacientes com neoplasias mieloproliferativas cronicas. In:
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO,
2019, Rio de Janeiro. Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2019. v.
41.

2. LIMA, A. S. M. ; SANTOS, B. L. ; BEZERRA, M. F. ; FRANCA NETO, P. L. ;
ANDRADE, AIDA M. G. ; SILVA, J. B. R. ; Santana, L.M.B. ; SILVA, E. M. G. ;
BEZERRA, M. A. C. ; LUCENA-ARAUJO, A. R. . ID1 gene expression and its
impact on the outcome of AML patients. In: Congresso Brasileiro de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular, 2019, Rio de Janeiro.
Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2019. v. 41.

3. BEZERRA, M. F. ; LIMA, A. S. M. ; ANDRADE, AIDA M. G. ; OLIVEIRA, M.
M. ; REGO, E. M. ; ASSIS, R. A. ; BELTRAO, E. I. C. ; BEZERA, M. A. C. ;
LUCENA-ARAUJO, A. R. . CO-OCCURRENCE OF DNMT3A-R882, FLT3 AND
NPM1 MUTATIONS IDENTIFIES A SUBSET OF AML PATIENTS WITH
ADVERSE PROGNOSIS. In: Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular, 2019, Rio de Janeiro. Hematology,
Transfusion and Cell Therapy., 2019. V. 41.

4. ARCANJO, G. S. ; BATISTA, J. V. G. F. ; OLIVEIRA, J. M. F. ; DOMINGOS,
l. F. ; ARAUJO, A. B. S. ; ANDRADE, AIDA M. G. ; ANJOS, A. C. ; ARAUJO, A.
S. ; LUCENA-ARAUJO, A. R. ; BEZERRA, M. A. C. . VITAMIN D RECEPTOR
(VDR) GENE POLYMORPHISMS AND SICKLE CELL ANEMIA SEVERITY. In:
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO,
2019, Rio de Janeiro. Hematology, Transfusion and Cell Therapy, 2019. v.
41.

Apresentacao de trabalho e palestra

1. DE ANDRADE, A. M. G.. Leucemias Agudas. 2020. (Apresentacao de
Trabalho/Conferéncia ou palestra).

2. ANDRADE, AIDA M. G.. AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES
AURKA, AURKB E AURKC EM PACIENTES ADULTOS COM LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA. 2019. (Apresentacao de Trabalho/Seminario).

Eventos
Participacao em Eventos

1. Apresentacdao de Poster / Painel no (a) Congresso Brasileiro de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO, 2019. ID1 gene
expression and its impact on the outcome of AML patients. (Congresso).

2. Apresentacdo de Poster / Painel no (a) | Encontro de Biociéncias da
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Universidade Federal de Pernambuco, 2019. AVALIACAO DA EXPRESSAO
DOS GENES AURKA, AURKB E AURKC EM PACIENTES ADULTOS COM
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA. 20109. (Encontro).

3. Apresentacéo de Poster / Painel no (a) VIIl Jornada de P6s-Graduagao em
Genética, 2018.AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES AURKA, AURKB
E AURKC EM PACIENTES ADULTOS COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.
(Outra).

Organizacao de Evento

1. DE ANDRADE, A. M. G.. VIl Jornada de Pos-Graduacdo em Genética.
2018. (Outro).



