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RESUMO

A leucemia linféide aguda (LLA) é a neoplasia mais frequente na infancia. E uma neoplasia
hematoldgica maligna derivada de células linfocitérias indiferenciadas com acumulo de
células jovens e substituicdo da populacdo normal de células sanguineas. Os genes Aurora
quinase A, B e C estdo envolvidos no ciclo celular e codificam proteinas de grande
importancia na regulacdo do processo de mitose - separacdo das cromatides irmas durante a
metafase/anafase. O objetivo desse estudo foi avaliar os genes AURKA e AURKB em
pacientes pediatricos portadores de LLA-B tratados no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS).
Tratou-se de um estudo transversal, observacional e analitico. A amostra utilizada no estudo
foi de 30 pacientes. O perfil de sexo, idade e dados laboratoriais foi obtido em prontuarios dos
pacientes e no servi¢co de diagndstico do HIAS. A anélise de mutacdes nos genes AURKA e
AURKB foi pela técnica de Fluorescéncia por Hibridizacdo in Situ (FISH), com o uso de
sondas especificas para cada gene. A analises estatistica foi realizada no GraphPad Prism 5 e
teve nivel de significancia de 5% para todos os testes. Do total de criancas 53,33% foram do
sexo masculino e 46,67% do sexo feminino, com faixa de idade variando de 1 a 16 anos, e
média de 7,1 anos. Quanto a classificacdo FAB, 86,67% dos pacientes eram portadores de
LLA-L1 e 13,33% de LLA-L2. Na classificacdo EGIL, 33,33% eram LLA pré-B e 66,67%
eram LLA-comum. Os valores médios de hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos e plaguetas
foram, respectivamente, 7,50 g/dL, 22,80%, 69.494/mm? e 56.439,64/mm?. O cariétipo de
73,33% das criancas estudadas apresentou algum tipo de alteracdo numeérica ou estrutural. Em
relagdo a classificacdo de risco, 26,67% foram favoraveis, 40% intermediarios e 33,33%
desfavoraveis. Na relacdo entre pardmetros hematologicos e classificacdo de risco, pacientes
com caridtipo desfavoravel apresentaram leucometria mais elevada (p=0,0025), as analises
com 0s outros parametros ndo foram significantes. No estudo de AURKA e AURKB foi
possivel observar monossomia e polissomia do gene AURKA e polissomia do gene AURKB.
Dos pacientes com algum tipo de alteracdo no cariétipo, foi observada alteracdo em algum
dos genes em aproximadamente 50% dos casos, sendo a alteracdo no AURKB mais frequente.
A maioria dos pacientes com alteracdo no gene AURKB apresentou cariétipo favoravel, assim
como leucometria e contagem de plaquetas menos alteradas. O estudo dos genes AURKA e
AURKB mostrou que esses genes podem ser iniciadores no processo de instabilidade
genbmica das células leucémicas e que a AURKB parece estar mais envolvida na patogénese

da LLA infantil, assim como fator de bom prognostico.

Palavras-chaves: Leucemia Linfoide Aguda, Aurora Quinases, Citogenética



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy of childhood. It is a
hematologic malignant neoplasm derived from undifferentiated young lymphoid lineage cells
that accumulate and replace the normal population of blood cells. The Aurora kinase genes A,
B and C are involved in cell cycle and encode proteins of great importance in the regulation of
the mitosis process - separation of sister chromatids during metaphase / anaphase. The aim of
this study was to evaluate the AURKA and AURKB genes in pediatric patients with ALL-B
treated at Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS). This was a cross-sectional, observational and
analytical study and 30 patients were enrolled. The sex, age, and laboratory data profile were
obtained from medical records of patients diagnosed at HIAS. The analysis of mutations in
AURKA and AURKB genes was performed by the fluorescence in situ hybridization technique
(FISH) using probes specific for each gene. Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism 5 and used 5% significance level for all tests. Of all children 53.33% were
male and 46.67% female, with age ranging from 1 to 16, and average of 7.1 years. Using the
FAB classification, 86.67% of patients had ALL-L1 and 13.33% had ALL-L2. According to
the EGIL classification, 33.33% were pre-B ALL and 66.67% were common ALL. The mean
hemoglobin levels, hematocrit, white blood cells and platelet counts were, respectively, 7.50
g/dL, 22.80%, 69.494/mm? and 56.439,64/mm?. 73.33% of the children studied had some
type of numerical or structural karyotipic abnormality. Regarding the risk classification,
26.67% were favorable, 40% intermediate and 33.33% unfavorable risk. Patients with
unfavorable karyotype had a higher white blood cell count (p = 0.0025), and the analysis of
other parameters was not significant. Monosomy and polysomy of AURKA gene and
polysomy of AURKB gene were observed. Some kind karyotypic change was observed in
approximately 50% of cases, the more frequent change was in AURKB. Most patients with
abnormal AURKB gene presented a favorable karyotype, and white blood cell and platelet
counts less altered. The study of AURKA and AURKB genes showed that these genes may be
markers of genomic instability and that AURKB seems more involved in the pathogenesis of
childhood ALL, being also a good prognostic factor.

Keywords: Acute lymphoblastic leukaemia, Aurora kinases, Cytogenetics
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1 INTRODUCAO

A hematopoese é o processo fisiologico onde as células do sangue sdo formadas.
Os mecanismos de proliferagdo e diferenciacdo celular sdo bem coordenados e envolvem
diversas interacGes entre 0s processos genéticos e o estroma medular. Quando esse processo
sofre algum tipo de falha, as células passam a ser proliferar de forma continua e desordenada.
A Leucemia Linféide Aguda (LLA) é a neoplasia mais comum na infancia, sendo um terco de
todos os canceres nessa faixa etaria (PUI,1995).

Os genes Aurora quinase A, B e C estdo envolvidos no ciclo celular e codificam
proteinas de extrema importancia na regulacdo do processo de mitose - separacdo das
cromatides irmds durante a metafase/anafase. A expressdo aberrante desses genes pode
perturbar o desenvolvimento normal da divisdo celular elevar a instabilidade genética,
desencadeando no desenvolvimento de tumores. Mutagdes desses genes ja foram detectadas
em uma série de tumores solidos e estdo associados a aberragdes cromossémicas numéricas
(NIGG, 2001).

No final dos anos 70, métodos ndo isotdnicos de marcacdo de acidos nucléicos
foram desenvolvidos, os quais foram acompanhados pelo aprimoramento das técnicas de
deteccdo utilizando métodos de imunohistoquimica e imunofluorescéncia e avangos na
microscopia de fluorescéncia e analise de imagens, esse conjunto de melhorias tornou a
técnica rapida, segura e de confianca. Nos ultimos anos a hibridizacdo In Situ por
fluorescéncia emergiu como uma importante ferramenta para pesquisa e aplicagdo clinica,
tendo sido aperfeicoada ao longo dos anos (SANDBERG; CHEN, 2001).

Dessa forma, o estudo da mutacdo nos genes da Aurora Quinase, pode contribuir
para uma maior compreensao da evolucdo da doenca e adicionar informacgdes importantes no
acompanhamento clinico dos pacientes, além de possibilitar o desenvolvimento de terapias

geneticamente orientadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leucemias

Leucemias sdo neoplasias hematoldgicas malignas em células da medula dssea.
Sua progressao resulta de uma série de mutacGes que ocorrem no processo da hematopoese,
como expressdao aberrante de proto-oncogenes e genes supressores tumorais, além de
translocacbes cromossomicas e aneuploidias. As leucemias agudas podem ser divididas
quanto a critérios morfologicos e citoquimicos em dois grandes grupos: mieldide e linfoide.
Em adultos, cerca de 85% dos casos é mieldide. J& em criangas, esse quadro se reverte, sendo
80% dos casos linfoide (IRONS; STILMANN, 1996; GREAVES, 1999; PUI; JEHA, 2007).

Durante o processo normal da hematopoese, uma célula progenitora, conhecida
como célula-tronco hematopoética, d& origem a duas linhagens de células — mielGide e
linfoide. As alteracBes genéticas contribuem para a transformacao destas células, alterando
suas funcbes celulares normais. Tanto a leucemia linféide aguda (LLA) quanto a leucemia
mieloide aguda (LMA), tem sua origem nas mutacdes que podem ocorrer em diversos pontos
do processo da hematopoese (ROSE-INMAN; KUEHL, 2014).

As células leucémicas ndo respondem a mecanismos de controle normais do
organismo e tem um processo de maturacdo anormal. Essas células crescem, se multiplicam
de forma exagerada e vivem mais tempo que as células normais, aumentando seu nimero
exponencialmente. O acimulo destas células impede o funcionamento normal da medula
0ssea, prejudicando a producdo dos principais elementos do sangue - hemécias, leucécitos e
plaquetas. Essa formacdo deficiente dos componentes do sangue leva ao aparecimento dos
principais sintomas da leucemia (PASSEGUE; WEISMAN, 2005).

As leucemias podem ser classificadas, de acordo com o grau de evolucdo em
cronica ou aguda. As leucemias agudas se desenvolvem rapidamente e séo caracterizadas pela
proliferacdo excessiva de células imaturas na medula 6ssea, sdo muito frequentes em criancgas.
Nas leucemias cronicas, as células leucémicas ja atingiram um maior grau no processo de
maturacdo, portanto seu desenvolvimento é mais lento, ela aparece mais frequentemente em
adultos (PUI, 1995).



Figura 1 — Processo da Hematopoese
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2.2 Leucemia Linfoide Aguda
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A LLA é um tipo de neoplasia hematolégica maligna derivada de células

linfocitarias indiferenciadas, que estdo presentes em grande nimero na medula 6ssea, no timo

e nos ganglios linfaticos. Essa doenca maligna resulta de um dano na hematopoese normal,

impedindo a diferenciacdo em formas maduras com consequente acimulo de células jovens e

substituicdo da populacdo normal de células sangui

ineas (PUI; BEHM; CRIST, 1993).

Ela € causada por alteracdes na sequéncia de proto-oncogenes, genes supressores

tumorais e genes de microRNAs de células-tronco hematopoéticas, translocacdes e mudangas

no namero de cromossomos. Essas mudancas alteraram os processos basicos de regulagdo em

células-alvo, desencadeando uma capacidade ilimitada de auto-renovacdo, subvertendo os

controles de proliferacdo normais, blogueando a diferenciagdo de células e promovendo a

resisténcia a sinais de morte (apoptose) (PUI; JEHA, 2007).


http://www.ingoh.com.br/site/versaoImpressao.php?CodMateria=14
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A LLA é caracterizada por alteracBes cromossdmicas estruturais e numéricas,
como hiperdiploidia, hipodiploidia, translocagdes — t(12;21), t(1;19), t(9;22), t(4;11) - e
rearranjos - MYC, MLL. No entanto, estudos indicam que estas lesdes por si s6 sdo incapazes
de induzir a leucemia, sendo necessario um conjunto de fatores associados. O conhecimento
dessas alteragdes genéticas é de grande importancia no diagnostico, progndstico,
classificacdo, estratificacdo de risco e podem possibilitar tratamento individualizado (LO
NIGRO, 2013; ZUCKERMAN; ROWE, 2014).

Entre as décadas de 1970 e 1980, tornou-se evidente, a partir de caracterizagdo
fenotipica com anticorpos, que a LLA é uma doenca de linhagens distintas de linfocitos: B ou
T, sendo a LLA de células B a mais prevalente em criangas, com aproximadamente 85% dos
casos. Os linfoblastos leucémicos nao evoluem no processo de diferenciacdo celular,
podendo ficar em uma fase inicial e levar a uma proliferacdo celular anémala. O prognostico e
o0 quadro clinico da LLA variam entre as linhagens de células acometidas (GREAVES, 1999).

O processo de maturacdo das células é estreitamente controlado por fatores de
transcricdo e sinais de transducdo. No caso das células B, seu desenvolvimento apresenta as
seguintes fases de maturacdo: célula linfoide progenitora, progenitor linféide comum, célula
pro-B, célula pré-B e célula B madura. Para as células T, os estagios de maturacéo séo: célula
pro-T, célula pré-T, cortical e célula T madura. A leucemia de células B tem uma biologia
bem caracterizada, enquanto a de células T ainda estd em delineamento, por se tratar de uma
doenca mais heterogénea (BENE et al., 1995).

Por ser uma doenca da medula 0ssea, a suspeita clinica surge com sinais e
sintomas reflexivos de insuficiéncia medular, resultante da falta de células sanguineas
normais circulantes, que ocorre quando as células leucémicas assumem o lugar destas na
medula 6ssea. Os sintomas mais comuns incluem fadiga, sonoléncia, perda de peso, palidez,
dor nos 0ssos, artrite, sangramentos, petéquias, entre outros. O exame fisico pode mostrar
linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (MARGOLIN; STEUBER; POPLACK, 2006).

O diagnostico € feito com base nos resultados de anélises morfologicas da medula
0ssea, em conjunto com as reagdes citoquimicas, perfil imunofenotipico e citogenético das
células leucémicas. A anemia — do tipo normocitica e normocrémica - e a trombocitopenia sdo
muito comuns no hemograma ao diagnostico, encontradas em 75 a 90% dos casos. A
contagem de leucocitos pode estar diminuida, normal ou aumentada. (HENRY, 1995;
NAOUM; NAOUM, 2006).
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O mielograma avalia a medula éssea (MO) e tem a finalidade de estudar as células
germinativas sanguineas de forma qualitativa e quantitativa. O diagnostico da LLA
fundamenta-se na demonstracdo de mais de 25% de linfoblastos na MO. A medula encontra-
se hipercelular, com a substituicdo dos espacos e elementos celulares normais por células
leucémicas (FALCAO; REGO, 2002).

2.2.1 Fatores Progndsticos e estratificacéo de risco na LLA infantil

O prognostico de criancas com LLA tem melhorado muito nas ultimas décadas.
Isto se deve aos protocolos terapéuticos, bem como as ferramentas utilizadas no
monitoramento do tratamento, que favorecem o aumento da qualidade de vida dos pacientes e
a reducdo da taxa de mortalidade. As novas tecnologias, como a citogenética e a biologia
molecular, além de serem importantes ferramentas no diagndstico, podem ser usadas como
indicadores de progndstico e de acompanhamento terapéutico (GARIOCHEA, 2001).

A LLA é uma doenca heterogénea, com diversidade de apresentacdes clinicas e
respostas terapéuticas, assim a estratificagdo de pacientes em grupos de risco facilita a escolha
do tratamento adequado e permite maior sucesso terapéutico. Pacientes considerados de baixo
risco podem ser tratados com protocolos menos agressivos, enquanto que pacientes com alto
risco podem receber terapias mais agressivas ou diferentes tipos de terapia (HOLZER et al.,
2002).

Os dois fatores mais importantes de prognostico na LLA séo a idade e a contagem
de gl6ébulos brancos, no momento do diagndstico. Segundo o National Cancer Institute
(NCI)/Rome, os critérios de estratificacdo dos pacientes sdo: idade de 1 a 9.99 anos e
leucdcitos <50.000/mm3, confere um risco padrio, idade >10 anos e/ou leucocitos
>50.000/mm?>, confere um alto risco. Idade inferior a 1 ano confere um progndstico
desfavoravel. A vantagem deste sistema é que estas variaveis podem ser medidas em quase
todas as circunstancias de forma confiavel e, portanto, estes critérios podem ser aplicados para
as criancas em todo o mundo. Outros sistemas de classificacdo e estratificacdo de risco foram
criados, incluindo além da idade e da leucometria ao diagnostico, a resposta as medidas de
terapia e caracteristicas moleculares das células leucémicas (CARROLL et al., 2003).

O género e raca sdo outras caracteristicas que demonstraram estar associadas com
o0 desfecho. O sexo feminino tem uma sobrevida livre de eventos superior quando comparadas
ao sexo masculino. Embora a magnitude dessa diferenca seja menor em estudos recentes, a

intensificacdo da terapia ndo foi capaz de anular essa diferenga. A taxa de sobrevivéncia em
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criangas negras tem sido um pouco mais baixa do que as taxas em criangas brancas com LLA
(PUl et al., 2004)

Quanto a expressdo imunofenotipica das células leucémicas, a linhagem pré-B
apresenta bom prognostico, enquanto a LLA de células T € geralmente considerada de risco
alto ou muito alto. A presenca de doengas no sistema nervoso central (SNC), no momento do
diagnostico também é um fator progndstico adverso, assim como a presenca de envolvimento
testicular e hepatoesplenomegalia (CARROLL et al., 2003; PUI et al., 2004).

As lesBes genéticas também tem grande importancia prognoéstica, porém apenas
algumas possuem valor prognostico relevante. Sdo considerados fatores de alto risco a
hipodiploidia, a t(4;11) com reordenamento do gene MLL, a t(9;22) que apresenta o gene de
fusdo BCR/ABL. Séo indicativos de bom prognostico a hiperdiploidia com 50 ou mais
cromossomos, em particular as que incluem as trissomias dos cromossomos 4,7 e 10, e a
t(12;21) com gene de fusdo TEL/AML1 (FRIEDMANN et al., 2000).

Quadro 1 — Fatores prognosticos na LLA infantil

Aspectos Clinicos Favoraveis Desfavoraveis
Leucometria < 50.000/mm?3 >50.000/mm?

Idade (anos) la9 <le>10

Sexo Feminino Masculino

Origem Caucasiano, Asiatico Africano, Americano
Infiltragdo no SNC Ausente Presente
Classificacdo FAB LLA-L1 LLA-L2 e LLA-L3
Hemoglobina < 7,0g/dL > 10,0g/dL
Plaquetas >100 x 10° /L <30x10°/L
Classificacdo EGIL Linhagem pré-B Linhagem T e mista
Ploidia >50 <45

Citogenética Trissomia 4 e 10 t(4;11) e t(9;22)
Genética Molecular TEL-AML1 MLL-AF4 e BCR-ABL

Fonte: Adaptado de MINASI, 2009.
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2.2.2 Historia Natural da LLA infantil

A histéria natural da LLA tem sido associada a mutacGes ainda no periodo
embrionario, esse tipo de mutagdo é considerado comum, ja que atinge pelo menos 1% das
criangas nascidas. Apds o nascimento, uma segunda mutacdo na mesma célula é um evento
raro e pode desencadear o inicio da leucemia. A ocorréncia dessa segunda mutacao pode ser
reforcada pelas caracteristicas do desenvolvimento imunologico (WIEMELS et al., 1999;
GREAVES, 1999; GREAVES, 2002)

Estudos moleculares realizados com gémeos idénticos portadores de LLA indicam
que mutagdes como 0s rearranjos no gene MLL que levam ao desenvolvimento da leucemia
tem inicio ainda no Utero materno, porém nao sdo herdadas, ja que desaparecem em remissao.
A explicacdo para esse fato em que os gémeos compartilham o mesmo ‘ponto de quebra’
cromossémico é que a mutagdo ocorre em uma célula de apenas um dos gémeos, porém como
estes compartilham a mesma placenta, esta célula transformada é compartilhada pela
circulacdo intra-fetal. Neste momento é disseminado um clone pré-leucémico, que pode
evoluir para uma leucemia verdadeira entre dois meses e 14 anos ap6s 0 nascimento. Assim,
em aproximadamente 100% dos casos de leucemia em gémeos, é possivel observar a doenca
em ambos (FORD et al., 1993; WIEMELS et al., 1999).

Outras pesquisas também evidenciam que o inicio da leucemia ocorre antes do
nascimento. Um estudo retrospectivo analisou manchas de sangue armazenadas em papel
filtro de ‘Cartbes de Guthrie’ de criancas que desenvolveram leucemia. Foram realizados
testes de PCR para fusbes de genes especificos, os resultados mostraram mutacdes
semelhantes as de pacientes no momento do diagndstico, o que mostra claramente que estas
mutacBes ocorrem no periodo fetal. A mutagdo mais encontrada nesse estudo foi a
translocacédo (12;21) (GALE et al., 1997).

Mutagbes como a translocacdo (1;19) e mutacdes no RAS sdo claramente
evidenciadas ap6s 0 nascimento, enquanto t(11g23) é bastante comum em criangas menores
de 1 ano. E importante lembrar que essas mutacbes, quando isoladas, sdo incapazes de
desencadear o processo leucémico. Este é o caso da fusdo TEL-AML1 ou t(12;21), que é a
mais comum em casos de LLA. Estudos utilizando sangue do corddo umbilical de criancas
normais, mostram essa translocagdo em uma taxa de aproximadamente 1%, 0 que sugere que
parte significativa da populacdo possui um clone pré-leucémico no periodo fetal, mas estes

séo autolimitados e a doencga néo se desenvolve (WIEMELS, 2012).
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Figura 2 — Desenvolvimento natural da LLA infantil
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Fonte: Adaptada de WIEMELS, 2012.

2.2.3 Genética da LLA

Aproximadamente 75% dos casos de LLA infantil apresentam algum tipo de
alteracdo genética, incluindo aneuploidias, rearranjos e translocacdes. As alteracOes
cromossdmicas mais comuns observadas em blastos leucémicos sdo ganhos ou perdas de
cromossomos inteiros - hiperdiploidia ou hipodiploidia. A ‘alta’ hiperdiploidia (51 a 65
cromossomos) € a mais comum encontrada em criangas com LLA-B, sendo encontrada em 25
a 30% dos casos em criancas de 1 a 4 anos de idade, sendo que esta alteracdo esta associada
com bom prognostico (PAULSSON; JOHANSSON, 2009; WOO; ALBERTI; TIRADO,
2014).

A hipodiploidia é caracterizada pela presenca de um numero menor que 46
cromossomos, 0 que pode ser observado em 5 a 8% de todos os casos de LLA-B. A maioria
dos casos de hipodiploidia em criancas portadoras de LLA-B apresenta 45 cromossomos. Os
casos de hipodiploidia podem ser: ‘alta hipodiploidia’ (40 a 44 cromossomos), ‘baixa
hipodiploidia’ (33 a 39 cromossomos) ¢ ‘quase haploide’ (24 a 29 cromossomos). Em geral,
casos de hipodiploidia com menos de 40 cromossomos conferem um mau prognéstico
(HEEREMA, 1999).

As translocacGes na LLA infantil geralmente afetam fatores de transcricdo da
hematopoese ou ativam oncogenes, levando ao processo leucémico. A translocacdo mais
comum na LLA-B é a t(12;21)(p13;922), conhecida também como a fusdo TEL-AML1,
codificando a proteina de fusdo ETV6-RUNXL. Os fatores de transcricdo ETV6 e RUNX1
sdo necessarios para o funcionamento normal da hematopoese. Ela acontece em 25% das
criancas com LLA-B e confere um excelente prognostico (MULLIGHAN, 2012; WOO,;
ALBERTI; TIRADO, 2014).
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A 1(1;19)(g23;p13) é encontrada em aproximadamente 6% das criancas com LLA-
B e normalmente esta associada com mau prognostico. Ja a t(9;22) ou cromossomo
‘Philadelphia’, que gera a proteina de fusio BCR-ABLL, esta presente em 3 a 5% dos casos
de LLA-B infantil e esta associada com idade avancada, maior contagem de leucdcitos e
maior envolvimento do SNC no momento do diagnostico (RIBEIRO et al., 1987; HUNGER,
1996).

O gene MLL, localizado no cromossomo 11023, possui diversos rearranjos
diferentes e estes estdo presentes em 80% dos casos de LLA em criangas menores de 1 ano e
10% na LLA infantil. O gene MLL codifica para uma proteina com atividade de
metiltransferase, que é essencial para a regulacdo da hematopoese. Este gene é considerado
promiscuo, pois pode se rearranjar com mais de 100 genes parceiros. A t(4;11)(g21;923) é a
mais comum, gerando o gene de fusdo MLL-AFA4, que confere mau prognostico em
portadores menores de 6 meses (ARMSTRONG et al., 2002).

O gene MYC foi descoberto pela primeira vez como 0 oncogene aviario
encontrado em retrovirus leucemogénicos, posteriormente foi encontrado translocado no
linfoma humano. O c-myc é uma fosfoproteina nuclear, que tem uma atividade de ligacao de
DNA e participa no controle da proliferacéo e diferenciagdo normais. Evidéncias mostram que
c-Myc é um dos fatores de transcricdo que desempenham um papel importante na
hematopoese. Mutacgdes no MYC sdo menos frequentes em criangas com LLA, aparecendo em
apenas 2% dos casos (VARMUS, 1984).
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Figura 3 - Mutagdes na LLA infantil
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Fonte: Adaptada de PUI, 2004.

2.2.4 Etiologia
A etiologia da LLA ainda ndo é clara, mas existem alguns fatores de risco

associados a essa doenca, como: efeitos da radiacdo, exposicdo a drogas, fatores genéticos,
fatores imunoldgicos e virus. A transformacéo leucémica néo € resultante de um evento Unico,
mas sim do acumulo de multiplos processos que levam a danos nos individuos acometidos. A
partir de estudos foi possivel chegar a conclusdo de que o desenvolvimento leucémico se
inicia na vida embrionéria e que é necessario um segundo evento para desencadear a
leucemia. Outros fatores (ambientais ou constitucionais) tem sido propostos como causadores
do processo leucémico (GREAVES, 1997; WIEMELS, 2012).

A remissdo de alguns clones leucémicos ap0s tratamento indica que a maioria das
mutacdes que levam a leucemia sdo adquiridos e ndo herdados. No entanto, uma proporcéo de
aproximadamente 5% de leucemias agudas esta associada com heranca genética, predispondo
sindromes genéticas, muitas vezes envolvendo genes que codificam fungdes relacionadas com
a estabilidade gendmica e reparo do DNA (GREAVES, 2002).

A predisposigdo genética esta relacionada com genes de alta penetréncia e ocorre
guando sequéncias mutantes levam a um aumento do risco de cancer em uma familia. Estima-
se que para a leucemia menos de 5% de casos podem ser atribuidos a tais genes. A sindrome

de Down é um fator que eleva o risco de desenvolver LLA, sendo que 1 entre 95 portadores
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da sindrome desenvolvem LLA. As mutacGes que ocorrem no periodo embrionario também
sdo predisposicOes genéticas, jA que formam um clone pré-leucémico, necessitando de um
segundo evento para iniciar a leucemia verdadeira. A suscetibilidade genética esta relacionada
com genes de baixa penetrancia e que influenciam a forma como cada individuo lida com
exposicdes ambientais, metabolismo de produtos quimicos ou toxinas, resposta a danos no
DNA e infeccdes (GREAVES, 1997).

A evidéncia epidemiolégica mostra um pico de incidéncia de LLA-B em lugares
com nivel socioeconémico mais elevado em todo o mundo. A radiacdo ionizante, certas
substancias quimicas (como o benzeno), virus (EpsteinBarr, HTLV-1) e bactérias
(Helicobacter pylori) podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento de
alguns tipos de leucemia e linfomas em adultos e criancas, contribuindo para leucomogénese
ou como principais fatores de risco (GRUNWALD, 1996; GREAVES, 1997).

A radiacdo ionizante ¢ um dos fatores relacionados com o desenvolvimento de
leucemias, assim como 0s danos cromossdmicos secundarios a exposi¢cdo por agentes
quimicos ou fisicos e a possivel incorporacdo de informac6es genéticas virais transmitidas as
células progenitoras susceptiveis. Anormalidades genéticas hereditarias tais como Sindrome
de Down, sindrome de Bloom, anemia de Fanconi e ataxia-telangectasia, podem predispor a
LLA (PUI, 1995; TAKEUCHI et al., 1998).

2.3 Epidemiologia

As leucemias sdo as neoplasias mais frequentes na infancia, seguida de tumores
no sistema nervoso central e linfomas. A cada ano surgem aproximadamente cerca de 90.000
novos casos no mundo e 10.000 no Brasil. No Brasil, somente de 2001 a 2005, foi
responsavel por 34,5% de mortes em individuos de até 18 anos de idade. Com o constante
aumento de casos desta doenca, 0 numero de vitimas fatais de leucemia também esta
crescendo rapidamente. Foram estimados cerca de 350 mil casos novos e 265 mil 6bitos por
leucemia no mundo para o ano de 2012. Para o Brasil, no ano de 2014, h4d uma estimativa de
11.370 novos casos, 5.050 homens e 4.320 mulheres (PUI, 1997; LI et al., 2008; INCA,
2008).

No Brasil, para 0os 20 Registros de Cancer de Base Populacional (RBCP),
observou-se o predominio das leucemias como tumor mais frequente, com percentual
mediano de 29%. Os RCBP localizados na regido norte do pais apresentaram 0s maiores
percentuais para leucemia - acima de 39%, com 42,5% em Manaus (INCA, 2008).
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Entre as leucemias, a LLA é a mais comum em criangas e adolescentes,
representando 81% das leucemias infantis e constituindo cerca de um ter¢co de todas as
neoplasias malignas diagnosticadas em criancas de 0 a 14 anos. Nos Estados Unidos séo
diagnosticados cerca de 3500 novos casos por ano. No Brasil, corresponde a
aproximadamente 23% dos casos de cancer na faixa etaria de 0 a 14 anos, com pico de
incidéncia entre 1 e 5 anos de idade. Em contraste, a LLA mostra uma porcentagem de apenas
20% das leucemias agudas em adultos, sendo a idade média entre 30 e 35 anos, entretanto
dados mostram que a incidéncia da doenca aumenta em pessoas com idade superior a 50 anos
(HOLZER; GOLKBUGET, 2000; INCA, 2008).

A incidéncia da LLA é mais comum em individuos de cor branca e do sexo
masculino, com uma relacédo de 1,5/100.000 na populacdo branca e 0,8/100.000 na populacéo
negra. Nos EUA, as taxas médias de incidéncia de leucemias foram maiores em criancas
brancas (45,6 por milhdo) do que em criancas negras (27,8 por milh&o), para o periodo de
1986-1995, na faixa etaria de 0 a 14 anos. Para o periodo de 2001-2003, a taxa média de
incidéncia ajustada por idade para leucemias em meninos, com idade entre 0 e 19 anos, foi de
47,22 por milhdo, e para as meninas 39,96 por milhdo. No Brasil, para o sexo masculino, a
maior taxa média de incidéncia ajustada por idade foi observada em Cuiaba (2000-2003), com
90,6 casos por milhdo e a menor taxa foi observada em Salvador (1998-2002), com 25,5 por
milhdo. No sexo feminino, a maior taxa foi observada em Curitiba (1998- 2002), com 69,9 e a
menor, assim como no sexo masculino, ocorreu em Salvador (1998-2002), com 18,6 casos
por milhdo (FARHI; ROSENTHAL, 2000; INCA, 2008; LI et al., 2008).

Nas Ultimas décadas, houve uma consideravel progressdao no tratamento das
leucemias. Em virtude das diferencas no acesso ao tratamento, observa-se uma consideravel
diferenca entre populac6es com relacdo a sobrevida. Entre a populacdo masculina dos Estados
Unidos e da Europa Ocidental, a sobrevida em cinco anos ¢é de 43%, enguanto, para o Japao,
observa-se uma sobrevida de 25%; na América do Sul, 24%; na india, 19%; na Tailandia,
15%; e na Africa subsaariana, 14%. Em &reas com acesso a tratamentos, a sobrevida relativa
em cinco anos, em criangas, alcanca 80%. Frequéncias mais altas de LLA tem sido relatadas
em paises industrializados e areas urbanizadas (FARHI; ROSENTHAL, 2000).



Tabela 1 — Taxas de incidéncia (por 1000.000 habitantes) de LLA infantil no Brasil

Cidades <1 ano

Aracaju (1996-2000) 2,50
Belo Horizonte (2000- 5.60

2001)

Campo Grande 4,28
(2000-2001)

Curitiba (1998-2002) 1,52
Distrito Federal 0,48
(1999-2002)

Fortaleza (1998-2002) 0,96
Goiania (1999-2003) 3.26
Jodo Pessoa (2000- 0
2004)

Manaus (1999-2002)  3.69
Natal (1998-2002) 0
Palmas (2000-2003) 0
Porto Alegre (1998- 1,90
2002)

Recife (1997-2001) 1,73
Salvador (1998-2002) 0

Sdo Paulo (1998- 1,86
2002)
Vitéria (1997) 4,27

1-4 anos

4,46
4,18

5,16

8,52
3,75

3,66
6.45
3,71

9,45
6,76
0

5,87

6,97
242

4,99

422

5-9 anos

1,89
2,55

6,99

5,77
2,48

2,46
5,74
2,14

5,04
1,86
1,52
347

3,19
1,73

3,12

0,77

10-14
anos

1,23
3,14

3.00

2,66
1,69

1,95
2,74
1,30

2,82
3,04
1,56
1,78

4,39
1,00

2,62

1,41

15-18
anos

0,95
0,57

2,67

2,40
0.44

1,16
335

2,60

1,88
1,61

1,21

1,55

0,79

1.81

0,87

0-18
anos
1,97
2,70

4,45

449
1,95

2,20
4,37
2,22

4,69
2.99
0,76
2,87

3,79
1,34

2,99

1,78

Fonte: Ministério da Saude (2008)
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2.4 Classificagdo

2.4.1 Classificagdo morfoldgica

Em 1976 o grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) classificou as LLAs em
critérios baseados na morfologia (didmetro celular, forma do nucleo e protuberancia dos
nucléolos) e na citoquimica das células blasticas, a LLA foi classificada como L1, L2 e L3.
Quanto ao diagnostico morfoldgico da LLA, este é fundamentado na demonstracdo de mais
de 25% de linfoblastos na medula éssea. Foi entdo observado que a frequéncia de cada
subtipo varia com a faixa etaria, sendo a mais comum em criancas a LLA-L1 (BENNETT et
al., 1976; FALCAO, 2002).

Quadro 2 - Classificacdo FAB das células leucémicas

Aspecto morfologico L1 L2 L3
Didmetro celular Predomindncia de células  Grandes, heterogéneas Grandes, homogéneas
pequenas, homogéneas
Cromatina nuclear Fina ou aglomerada Fina Fina
Forma do ntcleo Regular, pode apresentar ~ Irregular, podendo Regular, redondo
fenda ou indentacdo apresentar fenda ou indentacdo ou oval
Nucléolos Indistintos ou nao-visiveis Um ou mais por célula, Um ou mais por célula,
grandes, proeminentes grandes, proeminentes
Quantidade de Escassa Moderadamente Moderadamente
citoplasma abundante abundante
Basofilia citoplasmatica  Ligeira Ligeira Evidente
Vactiolos citoplasmaticos Variaveis Variaveis Evidente

L1= Leucemia linfoide aguda tipo L1; L2= Leucemia linf6ide aguda tipo L2; L3= Leucemia linféide aguda tipo
L3. Fonte: Lee et al., 1998.

2.4.2 Classificacdo imunofenotipica

A classificacdo mais comumente utilizada é a desenvolvida pelo European Group
for Immunophenotyping Leukemias (EGIL), que se baseia no perfil imunofenotipico das
células em concordancia com os aspectos morfoldgicos dos casos, permite a diferenciacdo em
subtipos imunologicos. Através desta é possivel classificar a linhagem celular (B ou T) e
caracterizar o estagio de maturacio da mesma (BENE et al., 1995; FALCAO, 2002).

A maioria dos casos de LLA ¢ de linhagem B, estes sdo agrupados em diferentes
subtipos, os quais correspondem a diferentes niveis de maturacdo do desenvolvimento da

célula B normal. Com base na sequéncia de maturacdo normal da célula B, esta classificacéo
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conta com quatro subtipos: LLA pro-B, comum, LLA pré-B e LLA B madura. A LLA de
células T € menos comum, mas também pode ser separada dentro dos grupos fenotipicos que
correspondem a diferentes estagios de maturacdo das células T no timo, sendo classificada
como: LLA pro-T, LLA pré-T, LLA T-cortical e LLA T-madura (BENE et al., 1995).

Quadro 3 - Classificagdo Imunofenotipica da LLA

Linhagem B Linhagem T
Marcador Pro-B Comum Pré-B B Pré-T Intermediario T
HLA-DR + + + + +/- - -
TdT + + + +/- + + +
CD19 + + + + - - -
CD22(c) -/+ + + + - - -
CD10 - + + -/+ -/+ -/+ +/
CD20 - -/+ + + - - -
cp - - + - - - -
Smlg - - - + - - -
CD7 - - - - + + +
CD2 - - - - - + +
CD3(c) - - - - +/- + +
CDla - - - - - +/- -
CD3 - - - - - - +
CD4/CD8 - - - - - +/- +

TdT= Terminal Desoxinucleotidil Transferase; CD22(c)= intracitoplasmatico; cu= cadeia p citoplasmatica;
Smlg= imunoglobulina de superficie; += expressdo do antigeno; 4/~ = expressdo variavel, frequentemente
positiva; - = auséncia de expressdo do antigeno; -4 = expressdo variavel, frequentemente negativa. Fonte:
Farias, 2004.

2.4.3 Classificagdo da Organizacdo Mundial de Satude (OMS)

Atualmente, uma classificacdo utilizada é a da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), que adaptou os critérios do grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) e divide a LLA
em dois grandes grupos: leucemia linfoblastica aguda de precursor B, que corresponde a 80%
dos casos, e leucemia linfoblastica aguda de precursor T, utilizando dados de
imunofenotipagem (FALCAO, 2002; FARIAS; CASTRO, 2004).
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2.5 Aurora Quinase

Os genes aurora quinase codificam proteinas pertencentes a uma familia de
quinases do tipo serina/treonina que estdo envolvidas no processo de diviséo celular. O
primeiro membro dessa familia foi identificado em 1993, quando observou-se um processo
mitotico falho na segregacdo cromossdmica em Saccharomyces cerevisiae, sendo que o0 gene
aurora foi primeiramente observado em Drosophila melanogaster. Diversas mutagdes no gene
aurora quinase da Drosophila caracterizaram problemas na mitose, como presenc¢a de fusos
monopolares, defeitos de separacdo do centrossoma, problemas na segregacdo cromossdmica
segregacdo e posicionamento do fuso. Estudos em organismos modelo indicaram que estas
proteinas sdo um requisito importante no processo de divisdo celular (SUNKEL; GLOVER,
1988; GLOVER et al., 1995).

Auroras quinases estdo envolvidas na organizacdo dos centriolos e ciclos
celulares, além de terem funcBes essenciais nos processos de mitose e meiose, como
condensacdo dos cromossomos, orientagdo dos cromossomos metafasicos, organizacdo dos
microtubulos e citocinese. Em mamiferos sdo encontradas Aurora quinases A, B e C, que
apesar de apresentarem estrutura semelhante, tem localizacdo e funcdes distintas. No entanto,
entre as trés quinases de mamiferos, aurora A tem atraido uma maior atencdo, ja que
observou-se alta expressdo em diversos tipos de cancer. Outros experimentos mostraram que
animais desenvolveram tumores apds receberem células transformadas com AURKA,
indicando-o como um oncogene (CARMENA; EARNSHAW, 2003; KATAYAMA;
BRINKLEY; SEN, 2003).
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Figura 4 - Aurora Quinase no processo de diviséo celular

Préofase mMetafaze

Teléfasze/Citocinese

1 o
a1 8 / 'f‘_g’ |

Centrosome |I

O

— |

@ Aurcra-A \ L\_/ /
O Awurcra -B \ E /

Fonte: Adaptada de Adaptada de MARUMOTO; SAYA, 2005

O gene AURKA codifica uma proteina com 403 aminoacidos e esta localizado no
cromossomo 20g13.2, uma regido geralmente amplificada em tumores de mama, colon,
pancreas, ovarios, bexiga, figado, estbmago e pele. Os processos regulados por AURKA
incluem a maturacéo e a separacdo do centrossoma, a montagem do fuso bipolar, o gatilho de
entrada na mitose, o alinhamento de cromossomos na metéafase e a citocinese. AURKA ¢ a
principal proteina reguladora do processo de maturacdo dos centrossomos, que ocorre no final
da fase G2 e durante a préfase (ZHOU et al., 1998; MARUMOTO; ZHANG; SAYA, 2005;
LUKASIEWICZ e LINGLE 2009)

A superexpressdao de AURKA interfere na formacdo do complexo de checagem
mitotico e interfere em diversos processos celulares que resultam em falhas no processo de
divisdo celular e instabilidade genémica. Em cultura de células humanas, a delecdo de
AURKA levou a inibicdo do centrossoma, mostrando o qudo essencial ele € no processo. A

interacdo entre AURKA e p53 resulta na inibicdo ou degradacdo de p53, dessa forma, a
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superexpressdo de AURKA interfere nos mecanismos de reparo do DNA, sobrevivéncia e
transformacéo celular (KE et al., 2003; TONG, 2004).

Os niveis de AURKA e atividade da quinase comecam a se elevar na fase tardia de
G2 até a fase M. Para iniciar sua acdo € necessario que a proteina AURKA seja fosforilada,
tornando-se ativada. Uma vez ativada, AURKA medeia suas multiplas func@es interagindo
com diversos substratos. A degradacdo proteolitica da Aurora A é necessaria antes que as
células entrem na fase G1. A alta expressdo de AURKA esta relacionada com aumento do
nimero de centrossomas e fusos multipolares, que surgem como decorréncia de uma
citocinese falha. Essas evidéncias sugerem que a AURKA possa ser um promotor da
tumorigénese (NIKANOVA et al., 2013).

A correlacdo da alta expressdo de AURKA com a inducdo de aneuploidia,
anormalidades no centrossoma e ocorréncia de tumores humanos e tumores experimentais tem
reforcado a ideia de que AURKA desempenha um papel crucial neste processo. Com efeito, a
inibicdlo de AURKA em células tumorais humanas revelou inibicdo do crescimento e a
reversdo da transformacédo tumorigénica (MARUMOTO; ZHANG; SAYA, 2005).

O gene AURKB codifica uma proteina que interage com uma proteina interna do
centrdbmero, formando um complexo importante na citocinese é um dos principais
componentes do complexo responsavel pela separacdo das cromatides e citocinese. Esta
localizado no cromossomo 17p13.1 e tem sido associado a separacdo dos cromossomos €
citocinese, e sua atividade é necessaria para a orientacdo bipolar e condensacdo dos
cromossomos, este gene ndo esta amplificado em tumores, entretanto MRNA e proteinas
AURKB estdo com niveis elevados em tumores, principalmente o colorretal (MURATA-
HORI et al., 2002; DEWAR et al. 2004).

Embora AURKB néo tenha sido estabelecido como oncogene, a sua alta expressédo
em células embrionarias de hamster chinés resulta em defeitos na separacdo de cromossomas
durante a mitose, sugerindo um papel para a AURKB na tumorigénese. A superexpressdo de
AURKB resulta em multinucleac6es e poliploidia em células humanas (KATAYAMA et al.,
1999; KAMADA et al., 2004).

AURKB participa da orientacdo cromossémica, fornecendo alinhamento adequado
para uma segregacdo precisa, falhas neste momento podem levar a instabilidade
cromossomica e aneuploidias. Sem atividade de AURKB, o ‘checkpoint’ mitdtico fica
comprometido, resultando em aumento do nimero de células aneupldides, instabilidade
genética e tumorigénese (JINGYAN et al., 2007).
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Um gene que codifica a Aurora-C esta localizado no cromossoma 19q13.43, que é
uma regido frequentemente excluida ou reorganizados em varios tumores. No entanto, o
envolvimento de Aurora-C no desenvolvimento do cancer ainda € incerto (KIMURA et al.,
1999).

IKEZOE et al. (2007) estudaram a expressdo de AURKA e AURKB em linhagens
celulares de leucemia e células mononucleares de leucemia isoladas de pacientes e
encontraram expressdo aberrante em varias doencas hematoldgicas, incluindo LMA, LLA e
LMC. LUCENA-ARAUJO et al. (2011) demonstraram superexpressdao de AURKA e AURKB
em aproximadamente 10% dos pacientes portadores de LMA de novo e associagdo
significativa com resultados de citogenética desfavoravel. Recentemente, CARETA et al.
(2011) avaliaram medula 6ssea e sangue periférico de seis pacientes portadores de LLC, e
encontraram superexpressao de AURKA e AURKB nas amostras de medula dos pacientes
quando comparados com a amostras controles. As alteragdes de expressdo destas proteinas
estdo fortemente relacionadas a instabilidade cromossémica, aneuploidia e progressdo tumoral

em diferentes tumores sélidos e neoplasias hematoldgicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a presenca de alteracdes (amplificacdo/delecdo) dos genes AURKA e

AURKB em pacientes pediatricos portadores de LLA-B através da técnica de FISH.

3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar a populacdo em estudo - perfil demografico (sexo e idade),

parametros hematoldgicos e classificacdo da doenca;

¢ Identificar alteracGes genéticas nos pacientes a partir do estudo citogenético

pela técnica de Banda G e estratificar os pacientes por risco do cariotipo;

¢ Identificar alteracBes nos genes AURKA e AURKB pela técnica de Hibridizagdo
in situ por fluorescéncia (FISH);

e Avaliar a relagdo entre os parametros hematoldgicos e o cariétipo dos
pacientes;

e Avaliar a relagdo entre alteragdes dos genes AURKA e AURKB e 0 risco do

cariotipo.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Desenho do Estudo

Tratou-se de um estudo transversal, observacional e analitico.

4.2 Casuistica

Para este estudo foi selecionado um numero de 30 pacientes pediatricos
portadores de LLA de novo de células precursoras B acompanhados no Hospital Infantil
Albert Sabin (HIAS) no momento do diagndstico. As amostras foram coletadas no periodo de
setembro de 2012 a agosto de 2014.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes até 18 anos incompletos, de ambos os
sexos, com LLA de ceélulas precursoras B ao diagnéstico e que tenham o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado por seus responsaveis, autorizando o uso

das amostras no estudo.

4.3 Metodologia

4.3.1 Coleta das amostras
As amostras utilizadas no estudo foram provenientes da coleta no momento em

que os pacientes realizaram o mielograma para confirmar o diagnostico de LLA, ndo sendo

necessario coletar mais material, além daquele usado nos testes de rotina do servico.

4.3.2 Obtencéo de perfil e dados
A obtencdo do perfil (sexo e idade) e dos dados laboratoriais (hemograma,

mielograma, imunofenotipagem e citogenética) foi através de busca em prontuérios dos

pacientes, juntamente com a pesquisa no arquivo do servico de diagndstico do HIAS.

4.3.3 Sele¢do das Sondas DNA
Para o delineamento da pesquisa foram utilizadas duas sondas-DNA prontas para uso.

As sondas utilizadas no estudo sdo da marca Kreatech®: KBI-10721 ON AURKA (20q13) /
20glle a KBI-10722 ON AUKRB (17p13) / SE 17 - para analisar as mudangas no numero de

cdpias do gene Aurora Quinase.
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4.3.4 Hibridizag&o In Situ por Fluorescéncia
Para a realizacdo da técnica de FISH foram utilizadas suspensfes de leucdécitos de

medula dssea provenientes das preparacdes de citogenética classica, estando estas células
previamente estocadas em solugdo de Carnoy e armazenadas a -20°C. As amostras foram
transferidas para tubo cénico tipo Falcon de 15mL, completando o volume para 10mL com
fixador de Carnoy e centrifugadas por 10 minutos a 1500 RPM, onde posteriormente foram
getejadas.

Inicialmente foram gotejadas duas laminas para cada amostra. Estas laminas
permaneceram a temperatura ambiente até a secagem completa. Em seguida, foram deixadas
por 2 minutos em solucdo 2XSSC (pH 7,0) previamente aquecida a 37°C. Ao fim deste prazo,
as laminas foram incubadas em uma solucdo de pepsina 5% e HCI 0,01M a 37°C por 10
minutos; posteriormente lavadas com 1XPBS por 10 segundos e diretamente incubadas em
solucdo de formaldeido 1% e 1XPBS (pH 7,2) por 5 minutos. Terminada esta etapa, as
laminas foram lavadas em solucdo de 1XPBS e passaram por um processo de desidratacdo em
solucdes seriadas de etanol (70%, 85% e 100%) por dois minutos cada e colocadas para secar
ao ar.

Neste espaco de tempo as sondas foram ressuspendidas e aliquotadas em capela
de fluxo laminar de acordo com o ndmero de amostras. Tanto a sonda quanto as laminas
foram incubadas em solucdo de Formamida 70% em 2XSSC a 73°C por 5 minutos para
desnaturacdo do DNA. Antes do término, as laminas foram removidas da solucdo de
formamida e novamente passaram por um processo de desidratacdo em solugdes seriadas de
etanol (70%, 85% e 100%). Terminados os 5 minutos foram aplicados 2,5uL de cada sonda
em sua respectiva lamina sendo esta coberta por laminula (22x22mm). Apo6s a distribuicdo
completa da sonda as ldminas foram seladas com rubber cement (cola pléstica). Por fim as
laminas foram colocadas em camara escura a 37°C para a hibridizacéo por um periodo de 24h.

No dia seguinte, as ldminas foram retiradas da camara escura, onde sob abrigo da
luz, foram removidas as laminulas e a cola plastica. Imediatamente as laminas foram
submergidas em solucdo pré-aquecida a 37°C de 2XSSC/ 0,1% NP-40 por 5 minutos sem
agitar. Terminado o prazo as laminas foram imediatamente submergidas em solugéo de 0,4%
2XSSC/ 0,3% NP-40 a 73°C por 2 minutos, sem agitar. Posteriormente foram submergidas
novamente em solucdo de 2XSSC/ 0,1% NP-40 e logo depois em solu¢do de 1XPBS, ambas

as solucdes estando a temperatura ambiente. As ldminas foram secas no ambiente.
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No proximo passo foram adicionados 7ul do reagente DAPI/DABCO e as
laminas foram cobertas com laminula (24X72mm). As laminas foram postas em repouso ao
abrigo da luz por um prazo ndo inferior a 10 minutos, na temperatura de aproximadamente
4°C. Foi utilizado um microscopio de epifluorescéncia para analisar as laminas. Para a

captacdo, tratamento e analise das imagens foi utilizado um sistema de cariotipagem.

Figura 5 - Representacdo esquematica dos passos basicos da técnica de FISH

Sonda-DNA diretamente conjugada com fluorocomo Solugdes de Lavagens
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Fonte: Adaptado de Gersen e Keagle (2005).

As células avaliadas foram divididas em:

* 2 sinais vermelhos e 2 sinais verdes = normal

* > 3 sinais vermelhos € 0 mesmo numero de sinais verdes = polissomia do cromossomo
* > 3 sinais vermelhos e 2 sinais verdes = amplificacao

* 1 sinal verde e 1 sinal vermelho = monossomia do gene

* auséncia de sinal = falha de hibridagao
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4.3.5 Analise estatistica

Foi utilizado o teste exato de Fisher para comparar diferencas nas variaveis categoricas
e foi utilizado o teste t de Student para comparar variaveis continuas. O ANOVA com pos-
teste de Tukey foi usado para comparar todos os pares de colunas entre trés grupos. Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico Graphpad Prism 5, com

o nivel de significancia de p <0,05.

4.3.6 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil
Albert Sabin. Namero de parecer: 603.145-0.
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5 RESULTADOS

A populacdo em estudo foi constituida por 30 pacientes pediatricos com LLA.
Observou-se que 16 pacientes eram do sexo masculino e 14 do sexo feminino, ndo havendo
assim predominancia de sexo. Quanto a idade, mais da metade dos pacientes tinha idade entre
1 e 9 anos, sendo 63,33%. A media de idade dos pacientes em estudo foi 7,1 anos, com

minimo de 1 ano e maximo de 16 anos (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas demogréficas dos pacientes

Idade
Média (anos) 7,1+4,88
Mediana 5(1-16)
Entre 1 e 9 anos 19 (63,33%)
> 10 anos 11 (36,67%)
Sexo
Masculino 16 (53,33%)
Feminino 14 (46,67%)

Quanto a classificacdo FAB dos pacientes, a grande maioria dos pacientes
apresentou LLA-L1, sendo 86,67% da populacdo em estudo. Em relacdo a classificacdo
EGIL, 20 pacientes (66,67%) apresentaram como perfil imunofenotipico LLA-B do tipo
Comum, enquanto 10 pacientes (33,33%) apresentaram perfil Pré-B (Tabela 3).

Em relacdo a celularidade da medula 6ssea, foi observado que a metade dos
pacientes apresentava medula hipercelular no momento do diagnostico, enquanto que 14
pacientes (46,67%) apresentaram medula normocelular e apenas 1 paciente (3,33%)
apresentou medula hipocelular (Tabela 3).

Quanto aos dados do hemograma ao diagnostico, foi possivel observar valores
médios de hemoglobina (Hb) de 7,50 g/dL, hematdcrito (Ht) de 22,80%, 69.494/mm3 de
leucdcitos e 56.439,64/mm? de plaquetas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracterizacdo laboratorial da populacdo em estudo

Classificacdo FAB

LLA-L1 26 (86,67%)
LLA-L2 4 (13,33%)
Classificacdo EGIL
LLA pré-B 10 (33,33%)
LLA-comum 20 (66,67%)
Celularidade da Medula
Hipercelular 15 (50,00%)
Normocelular 14 (46,67%)
Hipocelular 1 (3,33%)
Parametros Hematoldgicos
Hb (g/dL) 7,50 £ 2,1372
Ht (%) 22,80 +7,1127
Leucdcitos/mm? 69.494 + 105841,0207
P|aquetas/mm3 56.439,64 £ 51325,4231

Os resultados do estudo citogenético mostraram que 24 pacientes apresentaram
cariétipo alterado, enquanto 6 apresentaram cariétipo sem alteracfes. Quanto a complexidade,
isto é, mais de trés alteracdes, 13 pacientes apresentaram cariotipo complexo. Quanto ao
namero de cromossomos, ou ploidia, 20 pacientes apresentaram cari6tipo aneuploide. Quanto
ao prognostico baseado no resultado citogenético, encontramos que 8 pacientes apresentaram
cariotipo com prognéstico favoravel, 12 pacientes com progndstico intermediario e 10

pacientes com progndstico desfavoravel (Tabela 4).
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Tabela 4 - Caracterizacdo citogenética da populacdo em estudo

Caracteristicas Citogenéticas

Normalidade
Normal 6 (20,00%)
Alterado 24 (80,00%)
Complexidade
Complexo 13 (43,33%)
N&o complexo 17 (56,67%)
Ploidia
Euploide 8 (26,70%)
Aneuploide 20 (66,70%)
Pseudodiploide 2 (6,70%)
Prognostico
Favoravel 8 (26,67%)
Intermediario 12 (40,00%)
Desfavoravel 10 (33,33%)

De acordo com a estratificacdo de risco do National Cancer Institute (NCI), os
pacientes foram divididos em dois grupos - risco padrdo e alto risco, sendo que 17 pacientes
se enquadraram no grupo de alto risco (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracteriza¢do quanto aos critérios de risco baseados no National Cancer Institute

Risco Critérios n. (%)

Padréo 1a9,99anose <50.000 13(43,33%)
leucdcitos/ mm?®

Alto > 10 anos e/ou > 50.000 17 (56,67%)
leucécitos/mms3
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A partir dos parametros hematoldgicos e dos resultados da citogenética, cada
pardmetro foi relacionado com os cari6tipos de prognostico favoravel, intermediario e
desfavoravel. Para a andlise da Hb, encontramos que os valores medios para o0s pacientes com
caridtipo favoravel, intermediario e desfavoravel foram de 6,364 g/dL, 8,481 g/dL e 7,211
g/dL, respectivamente. N&o foi observada significancia estatistica nessa andalise (Grafico 1).

Gréfico 1 - Hemoglobina vs Risco do Cariotipo
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Para a andlise do Ht, encontramos que os valores médios para 0s pacientes com
caridtipo favoravel, intermediario e desfavordvel foram de 19,64%, 26,19% e 21,29%,
respectivamente. N&o foi observada significancia estatistica nessa anélise (Gréfico 2).

Gréfico 2 - Hematdcrito vs Risco do Cariotipo
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Para a analise da leucometria, encontramos que os valores médios para 0S
pacientes com cari6tipo favoravel, intermediario e desfavoravel foram de 21.710/mm3,
22.920/mm? e 154.200/mm?, respectivamente, mostrando o aumento expressivo do nimero de

células brancas em pacientes com cariotipo desfavoravel. Nessa andlise foi observada
significancia estatistica (Grafico 3).

Gréfico 3 - Leucometria vs Risco do Cariotipo

500+ *
p=0,0025

3

400 A

/mm

3

3009

2004

100 ——

Leucé6citos x 10

Favoravel Intermediario Desfavoravel

Cariotipo

*Significante com relagéo aos outros dois grupos.



43

Para a andlise das plaquetas, encontramos que os valores médios para 0s pacientes
com carioétipo favoravel, intermediario e desfavoravel foram de 67.790/mm?3, 57.550/mm? e
47.270/mm3, respectivamente. Ndo foi observada significAncia estatistica nessa analise
(Grafico 4).

Gréfico 4 - Contagem de plaquetas vs Risco do Cariétipo
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A idade também foi relacionada com os cari6tipos de prognostico favoravel,
intermediario e desfavoravel. Observamos menor média de idade no grupo de pacientes com
prognostico favordvel (5,146 anos), seguida dos pacientes com progndstico desfavoravel
(7,525 anos) e dos pacientes com progndstico intermediario (8,096 anos). Essa analise ndo
teve significancia estatistica (Grafico 5).

Gréfico 5 - Idade vs Risco do Cariotipo
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Dos 30 pacientes do estudo, nenhum apresentou amplificacdo ou delecdo de
AURKA ou AURKB, mas foi observada monossomia e polissomia dos genes. A monossomia
do cromossomo 20 foi observada em 2 pacientes (6,7% dos casos), a polissomia do
cromossomo 20 foi observada em 3 pacientes (10% dos casos) e a polissomia do cromossomo
17 foi observada em 8 pacientes (26,7% dos casos). Entre os 24 pacientes com cari6tipo
alterado, 11 (45,83%) apresentaram alteragcdes — 3 no AURKA, 6 no AURKB e 2 em ambos 0s
genes. Todas essas alteracdes foram encontradas em pacientes com aneuploidias e apenas dois
pacientes apresentaram alteracdo nos dois genes (Tabela 6 e Grafico 6).

A técnica da citogenética molecular - FISH, pelo menos na avaliagcdo dos genes
AURKA e AURKB, foi condizente com a citogenética classica em 93,30% das analises, sendo
que em 2 casos (11 e 14) observamos a polissomia do cromossomo 20 na citogenética

molecular, enquanto na citogenética classica o cariotipo se apresentou normal.

Tabela 6 - Frequéncia de alteragdes nos cromossomos 17 e 20 nos pacientes em estudo

Aurora Quinase N° de pacientes
Monossomia do cromossomo 20 2
Polissomia do cromossomo 20 3
Polissomia do cromossomo 17 8
Sem alteracdes nos cromossomos 17 e 20 19

Gréfico 6 - Pacientes aneuploides vs pacientes eupléides com relacdo as alteracdes nos genes
Aurora quinase
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Figura 6 - Caridtipo, AURKA e AURKB do paciente 2
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Figura 7 - Carittipo, AURKA e AURKB do paciente 27
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Figura 8 - Caridtipo e AURKA do paciente 16
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Nas analises dos parametros hematologicos com relacdo as alteracBes nos genes
Aurora quinase os pacientes foram divididos em trés grupos: Normal - pacientes sem
alteracdes nos genes em estudo, AURKA - pacientes com alteracbes no AURKA e AURKB -
pacientes com alteracGes no gene AURKB. Apenas dois pacientes apresentaram alteragdes nos
dois genes concomitantemente e devido ao ndmero reduzido ndo foi possivel realizar as
analises com um guarto grupo, portanto estes foram incluidos separadamente em cada grupo.

Na analise da hemoglobina (g/dL), os valores médios para os grupos normal,
AURKA e AURKB foram, respectivamente, 7,98 g/dL, 6,69 g/dL e 6,44 g/dL (Grafico 7). A
analise do hematocrito (%) mostrou valores médios para os grupos de 24,44%, 20,10% e
19,31% (Gréafico 8). Para os leucocitos, as médias dos grupos foram de 70.640/mm3,
88.290/mm? e 38.830/mm?>(Grafico 9). E a analise das plaquetas apresentou valores médios de
54.450/mm?3, 57.460/mm?® e 62.960/mm3(Grafico 10). Apenas a analise dos leucdcitos

apresentou significancia estatistica (p=0,0339).



Gréfico 7 - Hb vs alteracdo nos genes
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Gréafico 9 - Leucometria vs alteracdo nos genes
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Gréfico 10 - Contagem de plaquetas vs alteracdo nos genes
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Quadro 4 - Resultado da citogenética dos pacientes

Registro Resultado segundo o ISCN 2005
1 46,XX,1(4;11)(021;923)[10]
2 46,XX,+X,del(2)(p13),-4,-9,add(12)(g22),add(12),add(12)(gq11),-15,-18,-18, 20,+marl,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5[13]/46,XX[5]
3 45 XX,-20[22]
4 46,XX[18]
5 47,XY,+21c[20]
6 45,X,-Y[16]/46,XY[2]
7 48, XY ,+X,+21c[9]/47,XY ,+21c[3]
8 50,XY,+5,+8,+14,der(19)t(1;19)(q23;p13),+22[3]/46,XY, der(19)t(1;19)(q23;p13)[3]/46,XY[10]
9 46,XY[18]
10 46,XY[15]
11 46,XY[18] (analise diferente do FISH, com polissomia no cromossomo 20)
12 53,XY,+X,+4,+6,+8,+17,+21,+21[10]/46,XY[5]
13 54 XY ,+X,+Y,+1,+10,+14,+15,+21,+21[16]/46,XY[4]
14 46,XX[12] (anélise diferente do FISH, com polissomia no cromossomos 20 e 17)
15 46,XX[20]
16 45,XY ,?add(2)(p25),t(9;22)(q34;022),-16,add(19)(p13.3)[11]/46,XY,?add(2)(p25),1(9;22) (q34:;622)[9]
17 52, XY,+Y,+5,+14,+18,+21,+22[8]/46,XY[6]
18 46,XY,-5,add(11)(p15),der(12;13)(q10;q10),-21,+mar1x2,+mar2[8]/46,XY[2]
49,XY,+X,?add(14)(q32),+15,-21,+marl,+mar2[16]/46,XY[2] (Analises do FISH mostrou polissomia do cromossomo 17,
19 provavel cromossomo marcador)
20 46,XY[20]
" 54,XX,+X,dup(1)(q31qd4), +4,+6,+14,+17,+18,+21,+21[8]/46, X X[6]
22 47 XX,add(21)(p13),+21[17]/46 X X[3]
23 47 XX, +5,t(9;19)(p13;p13.3)[16]/46,XX[2]
24 46,XX,del(2)(q24),del(6)(q21),?add(12)(p13)[10]/46,XX[10]
25 56,XX,+X,+4,+6,+8,+10,+11,+14,+17,+21,+mar[15]/46,XX[3]
26 46,XX[18]
27 54, XX, +X,+6,+15,+15 +17,+18 +21,+21[11]/46 XX[3]
8 47,XY,+21c[18]
29 54, XX,+4,+6,+9,+12,+14,+15,+17,+21[18]/46,XX[2]

30

94,XXYY,+3,-18,+19,+20[10]/46,XY[10]
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6 DISCUSSAO

A LLA é o tipo de leucemia mais frequente na infancia e o cancer mais comum
nessa faixa etaria. E uma doenca heterogénea do ponto de vista biol6gico e clinico, portanto a
identificacdo de fatores genéticos e biologicos que influenciam na patogénese da LLA ¢ de
grande importancia no acompanhamento dos pacientes e no manejo terapéutico.

No presente estudo foram avaliados 30 pacientes pediatricos portadores de LLA-
B. Com relagéo ao sexo, foi encontrada uma proporgéo semelhante entre o sexo feminino e o
masculino, sendo que 53,33% dos casos eram do sexo masculino. Estudos anteriores ja
descritos na literatura mostram que a incidéncia da LLA é mais comum em individuos do
sexo masculino. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a maior incidéncia de
LLA no Brasil ocorre em criangas do sexo masculino, variando a proporgéo entre os estados.
Ikeuti e colaboradores (2006) em S&o Paulo encontraram uma frequéncia de 58% do sexo
masculino, Rodrigues e colaboradores (2006) em Pernambuco também encontraram resultado
semelhante, em Goiania, Braga e colaboradores (2002) mostraram que a proporcao entre 0s
sexos foi semelhante.

Estudo realizado entre os anos de 2001 e 2003 nos EUA, Li e colaboradores
(2008) observaram uma maior incidéncia de LLA em criancas do sexo masculino, com 5297
casos, comparados a 4269 casos no sexo feminino. Outro estudo realizado nos EUA entre os
anos de 1990 e 2005 também observou predominancia do sexo masculino entre as criangas
estudadas (HUNGER et al., 2012). No Reino Unido, a taxa anual para criangas do sexo
masculino foi de 50 casos por milhdo e 41 casos por milhdo para o sexo feminino (STILLER;
KROLL, 2007). O presente estudo ndo encontrou diferenca significativa entre os sexos, 0 que
pode ser justificado pelo tamanho da amostra.

Quanto a idade, a média encontrada entre os pacientes foi de 7,2 anos e a maioria
dos pacientes (60%) tinham entre 1 e 9 anos. Registros do Ministério da Saude mostram que a
maior incidéncia de LLA no Brasil ocorre na faixa etéria de 1 a 4 anos. Em Séo Luis, 72,5%
das criancas em estudo tinham entre 1 e 10 anos (VERAS; ARAGAO; SANTOS, 2008).
Borim e colaboradores (2000), em S&o José do Rio Preto, encontraram que a faixa etaria mais
frequente foi de 5 a 9 anos, seguida de 1 a 4 anos. Em outros paises os resultados também
estdo concordantes com 0 nosso, estudo realizado na Holanda, em Amsterdam, observou que
dos 394 pacientes em estudo, 284 tinham entre 1 e 9 anos. Nos Estados Unidos, em Nova
York, essa também foi a faixa etaria predominante entre os anos de 1990 e 2005 (PIETERS et
al., 1998; HUNGER et al., 2012).
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Em relacéo a classificacdo FAB, a grande maioria dos pacientes em estudo foram
classificados como LLA-L1 (86,70%), o que estd de acordo com o descrito na literatura, em
que a LLA-L1 é o tipo predominante, representando cerca de 85% das leucemias linfoides
agudas em criancas (ZAGO, 2001). Um estudo realizado em Manaus também encontrou
maior frequéncia do subtipo L1 em criancas, com 68% dos casos (LEITAO, 2007).

A caracterizagdo imunofenotipica mostrou que 66,67% dos pacientes
apresentavam LLA do tipo comum, seguidos de LLA do tipo pré-B - 33,33%. Nossos achados
estdo de acordo com os dados encontrados na literatura, em que a LLA comum ou Calla é o
tipo mais expressivo, representando cerca de 75% dos casos da LLA infantil. Nesses tipos de
leucemia as células expressam o antigeno comum LLA - CD10, uma glicoproteina que
confere progndstico favoravel e boa resposta ao tratamento (CONSOLINI et al., 1998).

Os resultados hematol6gicos apresentam médias de hemoglobina, hematdcrito,
leucdcitos e plaquetas de: 7,48 g/dL, 22,72%, 69.032,84/mm*® e 56.358,08/mm?3,
respectivamente. A partir da andlise dos niveis de hemoglobina e hematdcrito, foi possivel
observar a presenca de anemia na maioria dos pacientes. Esse resultado é esperado, pois
devido ao acumulo de células leucémicas na medula, ocorre a substituicdo das células
vermelhas, diminuindo o numero destas e culminando com a anemia, que normalmente é do
tipo normocitica e normocrémica (SWERDLOW, 2008). Teuffel e colaboradores em 2008,
demonstraram que 80% dos pacientes com LLA-B apresentam valores de hemoglobina
inferiores a 10g/dL.

A anemia presente nesses pacientes também pode estar relacionada com outros
fatores que vao além da leucemia aguda. A anemia ferropriva é uma deficiéncia nutricional
frequente em criancas de todo o mundo que é causada principalmente pela ingestdo
insuficiente de ferro, que se reflete pela ma alimentacdo, baixo nivel socioecondémico e
presenca de doencas infecto-parasitarias (COSTA; MONTEIRO; AUGUSTO, 2004).

A contagem de leucdcitos acima de 100.000/mm?3 esta presente em apenas 10%
dos casos, enquanto uma contagem de mais de 10.000/mm?3 pode ser observada em 45% dos
casos, ja a leucopenia pode ser vista em 30% dos casos. Um estudo realizado por MA e
colaboradores (1997) demonstrou que 20% dos pacientes apresentavam leucometria acima de
50.000/mm?3, outro estudo realizado na Inglaterra em 2003 também mostrou resultado
semelhante (CHESSELLS, 2003). A trombocitopenia é evidenciada devido a faléncia medular
e foi frequente em nossos pacientes. Nossos achados corroboram com outros estudos descritos
na literatura, em que a maioria dos pacientes apresenta entre 20.000 e 100.000 plaquetas por

mm?.
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Na andlise dos pardmetros hematoldgicos com relacdo a presenca de alteracdes
nos genes AURKA e AURKB ndo foi observada nenhuma diferenca estatisticamente
significante entre 0s grupos, porém o grupo com alteracGes no gene AURKB demonstrou uma
tendéncia a leucometria mais baixa e contagem de plaquetas mais elevada, que é considerado
como fator de prognostico favoravel. Estudo realizado com pacientes portadores de LMA em
Sao José do Rio Preto ndo encontrou associagao entre o aumento da expressdo de AURKB e o
numero de leucécitos (LUCENA-ARAUJO et al., 2011). Nosso resultado pode ser explicado
pelo pequeno tamanho da amostra ou pelo fato de que a presenca do gene AURKB leva a uma
instabilidade genética, favorecendo a hiperdiploidia, que confere progndstico favoravel a
doenga (PAULSSON; JOHANSSON, 2009).

Ye e colaboradores (2009) estudaram pacientes com LMA e SMD e néo
encontraram correlacdo entre a expressdo de AURKA com variaveis clinicas como contagem
de blastos, alteracbes citogenéticas, estratificacbes de risco, entre outros. Huang e
colaboradores (2008) também ndo encontraram resultados significantes ao relacionar a
expressao dos genes Aurora com sexo, idade, classificacdo FAB e contagem de leucécitos em
pacientes portadores de LMA.

A andlise citogenética pode ser considerada como importante fator de progndstico
independente nas leucemias agudas. VVarios estudos tem proposto um sistema de estratificacdo
de risco citogenético de pacientes nas seguintes modalidade: favoravel, intermediério e
desfavoravel. A LLA-B é a leucemia que apresenta uma quantidade elevada de alteracGes
cromossémicas, sejam elas numéricas ou estruturais. Neste estudo a maioria dos pacientes
(73,33%) apresentou cariétipo alterado, correspondendo ao observado por Artigas e
colaboradores (2006) que descreveram alteracdes em 60 a 75% dos casos.

Na analise da relacdo entre os parametros hematoldgicos e os caritipos com
prognostico favoravel, intermediario e desfavoravel, observamos que pacientes com cariotipo
desfavoravel apresentaram nimero elevado de leucdcitos. O numero de leucdcitos acima de
50.000 é considerado um marcador de mau progndstico em pacientes de LLA-B (PUI;
EVANS, 1998).

Os resultados da citogenética classica foram condizentes com os achados do FISH
em 93,33% dos pacientes. Nos pacientes que apresentaram delecdo ou adicdo dos
cromossomos 17 ou 20, foi possivel observar a concordancia no numero de sinais
fluorescentes dos genes AURKA ou AURKB, exceto em dois pacientes. AlteragOes nesses
genes estdo associadas com instabilidade cromossdémica e com disfuncdo na diviséo celular,

promovendo o desenvolvimento do tumor. A amplificacdo de AURKA induz a formacao de
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um fuso mitdtico multipolar, que resulta em um alinhamento anormal de cromossomos e
divisdo celular equivocada (MERALDI et al, 2002). A amplificacdo de AURKB tem sido
associada com perda da coneccao entre cinetdcoro e microtubulos e finalizacdo da mitose sem
0S eventos caracteristicos da anafase ou citocinese, levando também a uma instabilidade
gendmica e tumorigénese (MURATA-HORI et al., 2002).

AURKA e AURKB séo expressos de forma elevada em tumores sdlidos humanos,
bem como células de linhagem leucémica mielGide, conferindo um mau prognéstico nesses
pacientes. Estudo in vitro com linhagem de células leucémicas linfoides pediatricas
demostraram que os niveis de expressao das proteinas AURKA e AURKB foram semelhantes
as do grupo controle saudavel, porém AURKA teve resultados menos expressivos na LLA
pediatrica que a AURKB. No mesmo estudo, também foi demonstrado uma expressao
diferente dos genes entre as linhagens celulares, LLA-B e LLA-T. A LLA-T apresentou um
aumento significativo da expressdo em relacdo a linhagem B. Além disso, deve-se ressaltar
que em alguns tumores solidos a expressdao de AURKA e AURKB é usado como marcador de
prognoéstico isolado, fato que ndo pode ser considerado nas doencas hematoldgicas
neoplasicas (HARTSINK-SEGERS et al., 2013).

No presente estudo, encontramos que AURKB foi mais expressivo, assim como o
descrito em estudo in vitro realizado com droga inibidora de AURKB (HARTSINK-SEGERS
et al., 2013). Apenas 0 numero de copias dos genes foi avalidado pelo FISH, desta forma, é
possivel sugerir que a expressdao do gene e da proteina independem do numero de cépias,
podendo haver outros fatores que levem a um aumento da expressdo génica e proteica. Dos
trés membros da familia de Aurora (A, B e C), mais estudos tem focado sua atencdo no
AURKA, mostrando a sua relevancia para a oncogénese. Nossos resultados indicam que
AURKA estd menos envolvido na LLA infantil que AURKB. Assim, podemos sugerir que
AURKB, mais do que AURKA, é uma proteina importante para a proliferacdo e sobrevivéncia
de células de leucemia linfoide aguda de células B em criancas.

Foi possivel observar que aproximadamente metade dos pacientes com algum tipo
de aneuploidia apresentou alteracdo em algum dos genes e que as alteracGes nestes pacientes
eram em sua maioria numéricas, sendo que apenas dois pacientes deste grupo apresentaram
alteracdo estrutural. AURKA e AURKB levam a instabilidade cromossémica no momento da
divisdo celular, portanto a alteracdo causada por eles é, em sua maioria, numérica, fato
mostrado pelos nossos resultados (MERALDI et al, 2002).

Também foi possivel observar que a maioria dos pacientes com alteracdo no gene

AURKB apresentou cariotipo considerado favoravel. Lucena-Araujo e colaboradores (2011)
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mostraram uma associagdo significativa entre a alta expressdo de AURKA e citogenética
desfavoravel em pacientes com LMA, mas ndo com AURKB. Ye et al. analisaram 20
pacientes com SMD e ndo detectaram qualquer correlacdo significativa da expressdo de
AURKA com anomalias citogenéticas. Heredia e colaboradores (2012) também néo
encontraram relacdo entre a expressdo de AURKB com significado progndstico em pacientes
com SMD.

Nossos resultados ndo apresentaram amplificacdo ou delecdo de nenhum dos
genes estudados, porém encontramos polissomia e monossomia do cromossomo 20 e
polissomia do cromossomo 17, com destaque para 0 aumento do nimero de copias do gene
AURKB. Diferentemente de outros estudos, onde o gene AURKA tem maior importancia na
oncogeénese, observamos que a LLA infantil sofre maior influéncia do gene AURKB, sendo
um possivel iniciador da instabilidade genética, levando a outras alteracbes numeéricas.
Também podemos inferir que 0s genes envolvidos no mecanismo erréneo de diviséo celular
dessa linhagem sejam outros além dos genes Aurora Quinase, j& que nesses cromossomos
possam existir outros oncogenes responsaveis pela progressdo da doenca, sendo necessarios
mais estudos para comprovar (IKEZOE et al., 2007; LUCENA-ARAUJO et al., 2011,
HARTSINK-SEGERS et al., 2013).

Em suma, os resultados do estudo demonstraram que 0s pacientes com alteragéo
no namero de copias desses genes sofrem também outras alteracdes numéricas e que AURKB

estd mais envolvido na progressdo da LLA-B em criancas, conferindo melhor prognostico.
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7 CONCLUSAO

A populacdo em estudo teve uma leve predominancia do sexo masculino e mostrou
idade média de 7,1 anos. Os pacientes apresentaram anemia, leucocitose e
plaquetopenia ao diagndstico; e metade apresentou medula hipercelular no resultado
do mielograma, ja que as células leucémicas infiltram a medula 6ssea, ocupando o
lugar das células sanguineas saudaveis.

As alteracOes genéticas — estruturais e numéricas - foram frequentes entre os pacientes
(80%), mostrando que a LLA infantil tem grande influéncia genética em sua
progresséo.

A anélises dos parametros hematologicos com relagcdo ao risco do cariétipo mostrou
que as criangas com cariétipo de progndstico considerado desfavoravel apresentavam
leucometria mais alta, contagem de plaquetas mais baixa e idade mais elevada.

Entre os pacientes com cariotipo alterado, 45,83% apresentaram alteracbes em
AURKA ou AURKB, sendo o aumento do numero de copias do gene AURKB mais
frequente, com 33,33%. A alteracdo nestes genes esta relacionada com divisao celular
equivocada, levando a instabilidade gendmica.

Dos 8 pacientes com alteracdo no gene AURKB, 6 (75%) apresentaram cari6tipo
favoravel. Na analise dos parametros hematologicos em relacdo as alteracdes nos
genes observamos que 0s pacientes com alteragdo no AURKB apresentaram
leucometria mais baixa e contagem de plaguetas mais altas, mostrando o envolvimento
desse gene com melhor prognostico da LLA infantil.

Por fim, podemos concluir que os genes AURKA e AURKB podem estar envolvidos na
patogénese da LLA infantil por promoverem instabilidade genética e que AURKB tem
maior destaque nesta doenca, conferindo melhor prognéstico e reforcando que o seu

papel na LLA infantil pode ndo ser de um oncogene.
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ANEXO A

Cat Nr/REF:  KI-10721

Repeat-Free™ Poseidon™ AURKA (20q13) & 20q11 probe
|

Introd uction: The AURKA (20q13) specific DNA Probe is optimized to detect copy numbers of
the AURKA gene region at region 20q13.

The 20q11 specific DNA probe is induded to facilitate chromosome identification.

Critical region 1 (red):  The AURKA (20q13) gene region probe is direct-labeled with Platinum Bright550.

Control region 2 (green): The 20q11 control DNA probe is direct-labeled with PlatinumBright495.

Reagent: Poseidon™ probes are direct-labeled DNA probes provided in a ready-to-use
format.
Patterns: The AURKA (20q13) probe is designed as a dual-color assay to detect

g the AURKA gene region at 20q13
will show several red signals, while the control at the chromosome 20q11 specific

region provide 2 signals.
Two single color red (R) and green (G) signals will identify the normal
chromosomes 20 (2R2G).
Normal Signal Pattern 20913 Amplification
Expected Signals 2R2G 3+R2G
References: Sen et al, 2002, J of Nat CancInst. 94; 1320-1329.

Lassmann et al, 2007, Clin Cancer Res. 13; 4083-4091.

Warning and precautions: In case of emergencies nzm,n,r MSDS sheets for medical help. MSDS sheets may
be obtained by either contacting Kreatech Technical Support or visiting www.kreatech.com. All materials
should be disposed of according to your institution’s guidelines for hospital waste disposal.

Reagent Storage and Handling: Store 2-8 °C. Reagents L_‘m stable until the expiration date on the vial label.

TECHNICAL SUPPORT Technicl support is available at www.kreatech.com or toll free
at +1 866 572-1432 or via e-mail: techservices@ kreatech.com.

CUSTOMER SERVICE Poseidon™ probes may be drdered through Kreatech Customer Service toll free
at +1 866 572-1432 or order via e-mail: customerservice@kreatech.com.
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POSEIDON is a trademark of Kreatech Diagnostics, REPEAT-FREE is a trademark of Veridex, LLC

RF™ POSEIDON"™ FISH DNA PROBES

Product Information

KI-10721
AURKA (20q13) /
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ANEXO B

Cat Nr/REF:  KI-10722

RF™ POSEIDON" FISH DNA PROBES

Repeat-Free™ Poseidon™ AURKB (17p13) / SE 17 probe

Product Information

Introd uction: The AURKB (17p13) specific DNA Probe is optimized to detect copy numbers of
the AURKB gene region at region 17p13.
The Chromosome 17 Satellite Enumeration (SE) probe is included to facllitate
chromosome identification.

Critical region 1 (red):  The AURKB (17p13) gene region probe is direct-labeled with PlatinumBright550, , KI-10722
; = — o AURKB (17p13) /
Control region 2 (green): The SE 17 control DNA probe is direct-labeled with PlatinumBright495. SE17
Reagent: Poseidon™ probes are direct-labeled DNA probes provided in a ready-to-use
format
RUO - Research Use Only
Patterns: The AURKB 17p13) probe is designed as a dualcolor assay to detect Not for use in diagnostic
amplifications at 17p13. Amplifications involving the AURKB gene reglon at 17p13 procedures
will show several red signals, while the control at the chromosome SE 17 specific
region will provide 2 signals.
Two single color red (R) and green (G) signals will identify the normal
chromosomes 17 (2R2G). awm“&mmﬁo 8°C
1032 LG, Amsterdam 2°C -‘
Normal Signal Pattern 17p13 Amplification The Netherlands "Kﬁmk—.mﬁ—.—
- wwwi.kreatech.com
Expected Signals 2R2G 3+R2G Published Oct 2010
— et 5. R 0 A O 0

References: Smith et al, 2005, BrJ Cancer, 93; 719-729 \

Warning and precautions: In case of emergencies check MSDS sheets for medical help. MSDS sheets may
be obtained by either contacting Kreatech Technical Support or visiting www.kreatech.com. All materials

should be disposed of according to your institution’s guidelines for hospital waste disposal.
D178561 —
Reagent Storage and Handling: Store 2-8 °C. Reagents are stable until the expiration date on the vial label. 17p13
TECHNICAL SUPPORT Technical support is available at www.kreatech.com or toll free D17Z1 Control
at+1 866 572-1432 or via e-mail: techservices@ kreatech.com. = AURKB 510KB ®
CUSTOMER SERVICE Poseidon™ probes may be ordered through Kreatech Customer Service toll free -
at+1 866 572-1432 or order via e-mail: custom erservice@kreatech.com, D175647 —
| L L2
17 17

AM-KI-10722_R1.0 |

|
|

POSEIDON is a trademark of Kreatech Diagnostics, REPEAT-FREE is a trademark of Veridex, LLC Not to scale
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ANEXO C

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA, MESTRADO EM PATOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Convidamos o (a) seu/sua filho (a) (ou menor de idade que esta sob sua responsabilidade para
participar, como voluntario (a), da pesquisa intitulada como “Avaliacao dos genes AURKA E
AURKB em pacientes pediatricos portadores de LLA”. O objetivo dessa pesquisa é estudar
a genética da Leucemia Linféide Aguda. Esse estudo visa uma melhor compreensdo do
desenvolvimento dessa doenca nas criangas, ajudando no acompanhamento desses pacientes e
em escolhas de tratamentos mais eficazes.

Esta pesquisa é orientada pela Profa. Dra. Romélia Pinheiro Gongalves Lemes, que
reside na Rua Pereira Valente, 640, Apto 701, bairro Meireles, Fortaleza, CE; telefone: (085)
33668264. Também participardo os seguintes pesquisadores: Luana Leticia Alves Dutra,
telefone (085) 88535959.

Para que a crianga possa participar da pesquisa necessitamos que o (a) senhor (a)
autorize a obtencdo e uso das amostras coletadas no exame do mielograma. Nao sera colhida
nenhuma amostra além da necesséria para a realizagdo do exame. As amostras serdo utilizadas
para a realizacdo de exames que visam buscar alteracdes no sangue. A coleta sera realizada no
Hospital Infantil Albert Sabin do Estado do Ceard, localizado na Rua Tertuliano Sales, 544,
Vila Uniéo.

A participacdo na pesquisa serd plenamente voluntaria e consciente, ndo havendo
qualquer forma de pagamento ou compensacdo material, sendo que, ao participar da pesquisa,
ndo ficara exposto a riscos, podendo desistir de participar, a qualquer momento, sem prejuizo
de sua assisténcia médica. Sua identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacéao
dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de
ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes.

Esse documento sera impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a outra
com a pesquisadora.

Certo e ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar com todos 0s termos
acima expostos, por vontades proprias, livres e conscientes, o propdsito de participar do
presente estudo.

Fortaleza, de de

Assinatura do responsavel

Assinatura de quem obteve o termo



ANEXO D

HOSPITAL INFANTIL ALBERT A
SABIN - CE

Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAQAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE MICRORNAS E SUA ASSOCIAQAO
COM MUTAQOES NOS GENES AURC-A E AURO-B EM PACIENTES PEDIATRICOS
PORTADORES DELLA

Pesquisador: Luana Leticia Alves Dutra

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 19865413.6.3001.5042

Instituig3o Proponente: Departamento de Patologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: §03.145-0
Data da Relatoria: 12/02/2014

Apresentagao do Projeto:

A leucemia linfoide aguda (LLA} é um tipo de neoplasia hematolégica maligna derivada de células
linfocitarias indiferenciadas com consequente acumulo de células jovens e substituicdo da populagio normal
de células sanguineas. A LLA & a neoplasia mais frequente na infiancia, comrespondendo a 30-35% dos
casos de cancer nessa faixa etaria. Existem alguns fatores de risco associados 3 essa doenga, como:
efeitos da radiagdo, exposicio a drogas, fatores genéticos, fatores imunolégicos e virus.Os genes
Auroraguinase A, B e C estdo envolvidos no ciclo celular e codificam proteinas de

extrema importancia na regulacdo do processo de mitose - separac3o das cromatides

imas durante a metafase/anafase.Os miRNAs s3o RNAs de cadeia simples compostos

por aproximadamente 22 nucleotideos e est3o envolvides na regulacdo génica postranscricional pedendo
direcionar e regular uma ampla variedade de processos

fisiologicos, tais como a progressao do ciclo celular e apoptose. O objetivo desse estudo

& avaliar o perfil de expressdo de microRNAS e sua associagdo com eventuais mutagdes

nos genes AURO- A E AURO- B em pacientes pediatricos portadores de LLA. Trata-se de um estudo
transversal, observacional e analitico.A amostra utilizada no estudo sera de aproximadamente 50 pacientes.
O estudo citogenético dos pacientes sera realizado pela técnica de

Enderego: Rua Tertulano Sales, 544

Balrro: Vi3 Unido CEP: £0.410-720
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Telsfons: (553)101—4212 Fax: (853)101.-4212 E-mall: cep@hias.c2.gov.tr
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HOSPITAL INFANTIL ALBERT
SABIN - CE W

Banda G. A analise de mutagdes nos genes AURO-A e AURO-B sera pela técnica de Fluorescéncia por

Consnuagio do Farecer: £03.145-0

Hibridizac3o in Situ (FISH), com o uso de sondas especificas para cada gene. Para avaliacdo guantitativa
dos miRNAs sera desenvolvida a técnica de Real Time ; PCR. As analises ser3o realizadas no programa
estatistico SPS515.0 software. O nivel de significancia estatistica considerado para todas as analises sera
p< 0.05.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral: Avaliar o perfil de express3o de microRNAs e sua associagdo com eventuais

mutacdes nos genes Auro- A e Auro- B em pacientes pediatricos portadores de LLA.

Objetivos especificos: *Avaliar o perfil demografico (idade, género e etnia) da populagdo em
estudo;'Identificar alteragdes genéticas nos pacientes em estudos a partir do estudo
citogenético pela técnica de Banda G:'ldentificar eventuais mutagdes nos genes Auro- A e Auro- B pela
técnica de Hibridizag3o in situ por fluorescéncia (FISH).*Avaliar o perfil de expressio de miRNAs por qRT-
PCR;"Associar o estudo citogenético com mutagdes nos genes Auro- A e Auro- B;"Associar o perfil de
expressdo de miRNAs com as alteragdes genéticas;

* Associar a express3o de miRNAs com mutacdes nos genes Auro- A e Auro- B:"Relacionar a expressio de
miRNAs, citogenética e mutagbes nos genes Aurc- A e Auro- Becom a classificagdo EGIL dos pacientes em
estudo.

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos para 0s pacientes serdo minimos, uma vez que nao sera colhida nenhuma amostra além
da que & usualmente colhida pelo servigo do centro de referéncia onde o estudo sera realizado.
Beneficios: Este estudo contribuird para um melhor entendimento da fisiopatologia da LLA, levando a
conhecer possiveis desfechos de forma prévia, visando a melhoria da qualidade de vida dos pacientes,
contribuindo para o prognostico dessa doencga que apresenta elevada taxa de morbidade e mortalidade.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo transversal, observacional e analitico.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Apresentacdo: esclarecedora. Embasamento tedrico bem fundamentado.Objetivos adequados ao estudo e
demais documentos em conformidade. Cronograma atualizado.Apresentou TCLE e incluiu Termo de
Assentimento para pesquisa envolvendo menores.

Enderego: Rua Tertulano Sales, 544

Balrro: Vi3 Unido CEP: §0.410-750
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Telsfone: (853)101—4212 Fax: (853)101.4212 E-mall: cep@hias.c2.gov.or
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Banda G. A analise de mutagdes nos genes AURO-A e AURQ-B sera pela técnica de Fluorescéncia por

Contnuaglo do Farecer: £03.145-0

Hibridizag3o in Situ (FISH), com o uso de sondas especificas para cada gene. Para ava!iagio quantitativa
dos miRNAs sera desenvolvida a técnica de Real Time ; PCR. As analises serdo realizadas no programa
estatistico SPSS15.0 software. O nivel de significancia estatistica considerado para todas as analises sera
p< 0.05.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral: Avaliar o perfil de express3o de microRNAs e sua associacio com eventuais

mutacdes nos genes Auro- A e Auro- B em pacientes pediatricos portadores de LLA.

Objetivos especificos: "Avaliar o perfil demografico (idade, géneroc e etnia) da populagdo em
estudo;*ldentificar alteragées genéticas nos pacientes em estudos a partir do estudo
citogenético pela técnica de Banda G;"Identificar eventuais mutagdes nos genes Auro- A e Auro- B pela
técnica de Hibridizag3o in situ por fluorescéncia (FISH).*Avaliar o perfil de express3o de miRNAs por qRT-
PCR;"Associar o estudo citogenético com mutagdes nos genes Auro- A e Auro- B;"Associar o perfil de
express3o de miRNAs com as alteragdes genéticas;

* Associar a expressio de miRNAs com mutacdes nos genes Auro- A e Auro- B;"Relacionar a expressio de
miRNAs, citogenética e mutagdes nos genes Auro- A e Auro- Becom a classificacdo EGIL dos pacientes em
estudo.

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos para os pacientes serdo minimos, uma vez que n3o sera colhida nenhuma amostra além
da que & usualmente colhida pelo servigo do centro de referéncia onde o estudo sera realizado.
Beneficios: Este estudo contribuird para um melhor entendimento da fisiopatologia da LLA, levando a

conhecer possiveis desfechos de forma prévia, visando & melhoria da qualidade de vida dos pacientes,

contribuindo para o progndstico dessa doenc¢a que apresenta elevada taxa de morbidade e mortalidade.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo transversal, observacional e analitico.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Apresentacdo: esclarecedora. Embasamento tedrico bem fundamentado.Objetivos adequados ao estudo e
demais documentos em conformidade. Cronograma atualizado.Apresentou TCLE e incluiu Termo de
Assentimento para pesquisa envolvendo menores.

Enderego: Rua Tertulano Sales, 544

Balrro: Via Unido CEP: £0.410-730
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Telefone: (853)101—4212 Fax: (853)101.-4212 E-mall: cep@hias.c2.gov.br
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