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RESUMO

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma das leucemias mais agressiva representada
pela proliferacdo clonal de precursores mieloides, que promovem alteragdes,
principalmente, quantitativas e de diferenciagdo celular e pela supressdo da
hematopoese normal. Ao longo da leucemogénese, podem ocorrer modificacdes em
diversos elementos que compdem vias de sinalizagcdes celulares, dentre eles
podemos ressaltar as proteinas AURKA, AURKB e PLK1, que possuem relagéo direta
com o controle do ciclo e a proliferagao celular. Este estudo investigou o perfil
hematoldgico e a expressao dos genes AURKA, AURKB e PLK1 em uma coorte com
portadores de LMA, a fim de compreender seus papéis na fisiopatologia da doenca.
As analises revelaram uma hipoexpressao significativa de AURKA na medula 6ssea
dos pacientes em comparagédo ao grupo controle (p=0,0254) e uma hiperexpresséo
de PLK1 tanto na medula 6ssea (p<0,0001), quanto no sangue periférico (p=0,0144).
Em contrapartida, AURKB nao mostrou diferenca significativa. Nossos dados sugerem
que a baixa expressdo de AURKA associa-se a supressdo da hematopoese normal
pela reducéo das células blasticas saudaveis e/ou pelo estado quiescente das células
em decorréncia da infiltracao leucémica, que recorrem a mecanismos alternativos
para se proliferarem, possivelmente mediados pela atividade de PLK1 que em nosso
estudo mostrou-se com aumento de expressdo. Além disso, nossos resultados
também apontam PLK1 como um potencial biomarcador de presenga da doenga, uma
vez que sua hiperexpressao ndo diferiu com relacdo aos géneros e nem quanto as
estratificacoes de risco e as idades dos individuos. Por fim, as analises de sobrevida
apontam que a AURKA na medula 6ssea estd associada a um fator protetor e
prolongamento da vida dos pacientes e que aqueles com maiores expressdes dos trés
genes-alvos tiveram um menor indice de morte (p=0,043).

Palavras-chave: Leucemia mieloide aguda, expressao génica, biomarcadores,
Aurora quinases, Quinase 1 Polo-like.



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is one of the most aggressive types of leukemia,
represented by the clonal proliferation of myeloid precursors, which mainly promotes
quantitative and differentiation alterations, as well as suppression of normal
hematopoiesis. Throughout leukemogenesis, modifications may occur in several
elements that make up cellular signaling pathways, among which we highlight the
AURKA, AURKB, and PLK1 proteins, which are directly related to cell cycle control
and cell proliferation. This study investigated the hematological profile and the
expression of the AURKA, AURKB, and PLK1 genes in a cohort of individuals with
AML, in order to understand their roles in the pathophysiology of the disease. The
analyses revealed a significant underexpression of AURKA in the bone marrow of
patients compared to the control group (p = 0.0254) and an overexpression of PLK1
both in bone marrow (p < 0.0007) and in peripheral blood (p = 0.0144). In contrast,
AURKB did not show a significant difference. Our data suggest that the low expression
of AURKA is associated with the suppression of normal hematopoiesis due to the
reduction of healthy blast cells and/or the quiescent state of the cells as a result of
leukemic infiltration, which rely on alternative mechanisms to proliferate, possibly
mediated by the activity of PLK7, which in our study showed increased expression.
Furthermore, our results also point to PLK7 as a potential biomarker for the presence
of the disease, since its overexpression did not differ with respect to gender, risk
stratification, or age of the individuals. Finally, survival analyses indicate that AURKA
expression in the bone marrow is associated with a protective factor and increased
patient survival, and that those with higher expression of the three target genes had a
lower mortality rate (p = 0.043).

Keywords: Acute myeloid leukemia, gene expression, biomarkers, Aurora kinases,
Polo-like kinase 1.
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1. INTRODUCAO

As leucemias sao umas das principais neoplasias relacionadas as células
sanguineas e da medula 6ssea, em que sofrem mutagbes somaticas nas células-
tronco hematopoiéticas, promovendo principalmente alteragdes quantitativas dos
elementos figurados sanguineos (NEMKOV; D’ALESSANDRO; REISZ, 2018). Podem
ser dos tipos agudas ou crOnicas e ainda acometerem as linhagens celulares
mieloides ou linfoides. Desta forma, podem ser divididas em quatro grupos principais:
leucemias mieloides agudas (LMA), leucemias mieloides crénicas (LMC), leucemias
linfoides agudas (LLA) e leucemias linfoides cronicas (LLC) (NEMKOV;
D’ALESSANDRO; REISZ, 2019; KHOURY et al., 2022; ALAGGIO et al., 2022).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2024b), até o ano
de 2025 sao esperados no Brasil 12.840 novos casos de pessoas com leucemias.
Além disso, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) (2024a), estimou em 2023 uma taxa
de 3.300 casos de leucemias na regiao Nordeste do nosso pais, em que destes, 850
casos pertenciam ao estado do Ceara (INCA, 2024Db).

Entre as tipologias leucémicas, a LMA é uma malignidade agressiva
associada a expansao clonal de células progenitoras mieloides que afeta, em sua
maioria, individuos adultos e mostrou-se responsavel por cerca de 62% das taxas de
mortalidade por leucemias (SHALLIS et al., 2019; POLLYEA et al., 2021).

Nos processos de leucemogénese, diversas moléculas que fazem parte da
transducéao de sinais celulares podem sofrer alteracées, tais como as proteinas Aurora
quinase (AURK) e Quinase semelhante a polo (PLK). Essas proteinas sao uma familia
de quinases que possuem relagdes diretas com o controle do ciclo celular e a divisao
celular (LUCENA-ARAUJO et al., 2011; GOLDENSON; CRISPINO, 2015; ASTERITI;
MATTIA; GUARGUAGLINI, 2015; MACHADO et al., 2021).

Um estudo realizado por Moreira-Nunes et al. (2020) avaliaram os niveis de
expressao de aurora quinase A (AURKA) e aurora quinase B (AURKB) em casos de
LLA. Como resultados relataram que além de ambos os genes se apresentarem
hiperexpressos em amostras de pacientes com essa enfermidade, ao realizarem
testes com inibidores de auroras quinases em cultura de células leucémicas K-562,
observaram uma redugdo na sua proliferagdo, bem como um aumento da morte

celular e uma parada do ciclo celular na fase G2/M. Ja Renner et al. (2009)
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descobriram que a PLK17 possui uma superexpressdao em linhagens celulares de
pacientes com LMA e que a inibigdo dessa proteina favorece a reducéo da proliferagao

das células leucémicas.

Deste modo, uma vez que ha indicios de que AURKA, AURKB e PLK1 estéao
presentes em casos de LMA, a realizacao de estudos genémicos que promovam uma
maior caracterizacao e detalhamento das alteracbes nesta via, poderia propiciar a
descoberta de biomarcadores que contribuam com os fatores diagndsticos,

progndésticos e até mesmo terapéuticos dessa patologia.

1.1. Problema a ser pesquisado

Alteragdes moleculares em AURKA, AURKB e PLK1 e/ou a ocorréncia de
eventos que de algum modo gerem as suas ativagées anormais, podem promover o
desenvolvimento neoplasico, especialmente em casos de leucemias, pois alteracdes
em tais vias podem interferir nos processos de replicagédo, controle do ciclo celular,
sobrevivéncia celular e escape da apoptose (GOLDENSON; CRISPINO, 2015;
JOUKOV;WALTER; NICOLO, 2018).

Portanto, a investigacao de alteragbes moleculares nesses elementos em
pacientes com LMA podem elucidar e comprovar os seus respectivos papéis na
leucemogénese e em sua fisiopatologia, de modo a contribuir para um melhor
direcionamento diagndstico e terapéutico visando uma melhoria prognéstica e de

qualidade de vida dos pacientes.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Realizar a analise molecular de AURKA, AURKB e PLK1 no processo de
leucemogénese em pacientes portadores de leucemias mieloides aguda no estado do

Ceara.

2.2. Objetivos especificos

e Descrever as principais alteracées genéticas e moleculares presentes nos
pacientes diagnosticados com LMA no estado do Ceara e correlaciona-los com
AURKA, AURKB e PLKT,

e Avaliar os niveis de expressdao génica dos componentes moleculares
envolvidos com AURKA, AURKB e PLKT,

¢ |dentificar as alteracdes presentes nos genes AURKA, AURKB e PLK1 a fim de

relaciona-las com os processos de leucemogénese;

e Correlacionar as alteracdes moleculares de AURKA, AURKB e PLK1 como

biomarcadores de acompanhamento clinico de pacientes portadores de LMA.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Aspectos gerais das leucemias

As leucemias sédo as neoplasias mais importantes que acometem as células
sanguineas e da medula Ossea, induzindo alteragdes celulares malignas,
principalmente, anomalias proliferativas e alteragdes na diferenciacao celular. Podem
ser distinguidas quanto as linhagens celulares que afetam, podendo acometer
linhagens mieloides (mondcitos, megacariécitos, granuldcitos e eritrocitos) ou as
linhagens linfoides (linfécitos T e B e células natural killers) (NEMKOV;
D’ALESSANDRO; REISZ, 2019; KHOURY et al., 2022; ALAGGIO et al., 2022).

Podem ainda ser dos tipos agudas ou crbnicas. As leucemias agudas
possuindo uma rapida evolugao quanto ao seu desenvolvimento, além de um aumento
quantitativo dos blastos na medula éssea e na circulagdo sanguinea, ocorréncia de
leucocitoses e também anemias (ROSE-INMAN; KUEHL, 2017; NARAYANAN;
WEINBERG, 2019; FUJITA et al., 2021). Em contrapartida, as leucemias cronicas
possuem progressdao mais lenta, em que aquelas que acometem as linhagens
mieloides podem se correlacionar com células em diferentes estagios de maturagéo,
enquanto que as linfoides apresentam-se sob a forma de um aumento proliferativo de
linfécitos maduros (JULIUSSON; HOUGH, 2016; HALLEK, 2019; MINCIACCHI;
KUMAR; KRAUSE, 2021).

Deste modo, as leucemias podem ser agrupadas como leucemia mieloide
aguda (LMA), leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide crénica (LMC) e
leucemia linfoide crénica (LLC) (NEMKOV; D’ALESSANDRO; REISZ, 2019; KHOURY
et al., 2022; ALAGGIO et al., 2022).

3.2. Leucemia mieloide aguda
3.2.1. Aspectos gerais da leucemia mieloide aguda

A LMA é uma leucemia que acomete as linhagens progenitoras mieloides
devido a modificagbes no microambiente tumoral e ao acumulo de mutagdes
somaticas no material genético das células, sofrendo alteracdes mitéticas, bloqueios
na diferenciacgao celular, disfungdes metabdlicas e impedimento da ativagédo da morte

celular por apoptose ou mecanismos de reparo celular, resultando na proliferagcao
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desordenada que € passada para as células filhas e propagando os clones
neoplasicos (LOPES et al., 2022; DOHNER et al., 2022).

Como consequéncia das diversas alteragdes genéticas, citolégicas e
moleculares dessa enfermidade, sdo observados sinais e sintomas clinicos que
corroboram com tais aspectos. Entre eles podemos citar a febre, fadiga, quadros de
sangramentos, palidez, anemia, altera¢cdes nos indices leucocitarios e plaquetérios,
astenia, dores 6sseas, maior propensao a infec¢oes, dentre outras (LIMA et al., 2016;
VEMPRALA et al., 2023).

Apesar da etiologia da LMA ainda n&o estar totalmente elucidada, alguns
fatores de riscos podem favorecer o desencadeamento dessa doenca, tais como o
contato com radiacbes ionizantes, exposicdes constantes a certas substancias
quimicas como o formaldeido, agrotéxicos, benzeno e algumas classes de
quimioterapicos, historico de doengas hereditarias, sindromes mielodisplasicas ou
outras anormalidades hematoldgicas, tabagismo, entre outras possibilidades (INCA,
2019; NARAYANAN; WEINBERG, 2019).

Entre as metodologias diagnésticas para LMA que podem ser realizadas,
podemos destacar o hemograma, a avaliacdo morfolégica de aspirado de medula
Ossea, bidpsia medular, citometria de fluxo, teste citogenéticos e de mutacdes
moleculares, nos quais também podem auxiliar na classificagdo quanto aos subtipos
de LMA (NARAYANAN; WEINBERG, 2019; DOHNER et al., 2022).

3.2.2. Dados epidemioldgicos

De acordo com dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS) (2024a), no
ano de 2022 houve uma incidéncia em numeros absolutos de cerca de 487.294 casos
de leucemias no mundo e identificou-se também um indice de mortalidade mundial
por leucemias atingindo 305.405 6bitos entre ambos os sexos. Para o ano de 2025,
h& uma previsao de cerca de 515 mil casos de leucemias para a populagcdo mundial
(OMS, 2024b).

No que se refere ao nosso pais, no ano 2022 foram identificadas incidéncias
em numeros absolutos de 11.859 casos de leucemias, representando cerca de
29,09% dos casos na América Latina e Caribe (OMS, 2024a). Para o0 ano de 2025,
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estdo previstos cerca de 12,2 mil casos de leucemias em nosso pais para ambos 0s
sexos (Quadro 1) (OMS, 2024b).

Quadro 1: Incidéncia de leucemias no ano de 2022 e estimativas de novos casos para o ano de 2025

Ano de 2022 Ano de 2025
Populacao Populacao
geral Homens Mulheres geral Homens Mulheres
Mundo 487.294 278.120 209.174 515.000 292.000 223.000
América Latina
e Caribe 40.925 22.504 18.421 42.100 23.000 19.000
Brasil 11.859 6.617 5.242 12.200 6.780 5.410

Fonte: Adaptado de: OMS, 2024a; OMS, 2024b.

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) (2022a), realizou uma estimativa de
casos de leucemias na regidao nordeste para o ano de 2023, nos quais foram
apontados 3.300 casos para cada 100 mil habitantes, em que destes, 1.770 casos
foram direcionados para o publico masculino e 1.530 para a populacao feminina. Além
disso, estimou-se para o estado do Ceara cerca de 850 casos para cada 100 mil
habitantes, incluindo ambos os sexos (INCA, 2022b).

A LMA é uma patologia com acometimento mundial e com o passar do tempo
observou-se indices crescentes de casos. Na década de 1990 representava cerca de
18% das leucemias entre a populagao mundial e no ano de 2017 o percentual evoluiu
para cerca de 23,1% (DONG et al., 2020). Além disso, tem se mostrado responsavel
por cerca de 60% das taxas de mortalidade por leucemias no mundo (SHALLIS et al.,
2019; ROSE-INMAN; KUEHL, 2017).

A LMA pode acometer individuos de diferentes idades, porém, ha maiores
indices em adultos, especialmente com idades em torno de 60 anos (APPELBAUM et
al., 2006; MCMAHON; PERL, 2019; HUANG et al., 2022). Apesar disso, nao se pode
descartar a possibilidade de acometimento entre o publico infanto-juvenil, os quais
equivalem de 15 a 20% dos casos de leucemias pediatrica (MORAIS et al., 2021).
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3.2.3. Principais alteracées presentes na leucemia mieloide aguda

De um modo geral, os principais indicios de LMA apontados nos exames
hematoldgicos s&o a presenga de anemia, alteracbes quantitativas de leucécitos,
principalmente, apontando quadros de leucocitose, a presenga de trombocitopenia e
blastos na medula éssea (MO) e no sangue periférico (SP) (NARAYANAN;
WEINBERG, 2019; DOHNER et al., 2022)

A Classificagdo de Consenso Internacional de LMA influenciou nos critérios
estabelecidos pela OMS em edicbes mais recentes para classificacbes de LMA,
promovendo alteragées quanto ao limiar de blastos e aspectos genéticos para ampliar
o espectro das classificacbes (Figura 1). Certas anormalidades citogenéticas
recorrentes consideradas como definidoras de LMA, independem do percentual de
mais de 20% de células blasticas, considerando-se a partir de 10% desses tipos
celulares, com excegdes para casos com a presencga da fusdo génica entre o Ativador
BCR de RhoGEF e GTPase (BCR) e Proto-oncogene ABL 1 (ABL17) e mutagdes na
proteina de ligagcdo ao intensificador CCAAT alfa (CEBPA) (NARAYANAN;
WEINBERG, 2019; DOHNER et al., 2022; KHOURY et al., 2022; SHIMONY; STAHL;
PEDRA, 2023).

Para os demais casos de LMA com auséncia de tais anormalidades, aplica-
se o percentual de pelo menos 20% de blastos no SP e MO. Além disso, em cenarios
considerados fronteiricos entre sindromes mielodisplasicas (SMD) e LMA com 10 a
19% de blastos, em que se associa as anormalidades genémicas, ha a categoria
SMD/LMA (DOHNER et al., 2022).



Figura 1: Critérios da Classificagdo de Consenso Internacional de LMA
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Fonte: Adaptado de: DOHNER et al., 2022.

O diagnéstico da LMA também conta com resultados dos testes de
imunofenotipagem. Os antigenos para o diagnéstico de LMA podem ser classificados
como marcadores de células precursoras, marcadores de maturacdo mieloide,
marcadores mieloides, marcadores megacariociticos, marcadores monociticos e
marcadores eritrocitarios (Quadro 2) (KHALIDI et al., 1998; THOMAS; MAJETI, 2017;
BASHARAT et al., 2019; HAFERLACH; SCHMIDT, 2020).

Quadro 2: Principais marcadores imunofenotipicos para casos de LMA

Tipo de Marcador Marcadores Imunofenotipicos

Marcadores de células precursoras CD34, CD117 e HLA-DL

Marcadores de maturacdo mieloide CD11b, CD15, CD64, CD4, CD38 e CD11c
Marcadores mieloides MPO, CD33 e CD13
Marcadores megacariociticos CD41, CD36 e CD61
Marcadores monociticos CD14, CD36 e CD64

Marcadores eritrocitarios CD235, CD71 e CD36

Fonte: Adaptado de: KHALIDI et al, 1998; THOMAS; MAJETI, 2017; BASHARAT et al., 2019;
HAFERLACH; SCHMIDT, 2020.
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Na LMA, uma anormalidade genética que é considerada como recorrente diz
respeito a 1(8;21)(gq22;922.1), uma translocacdo envolvendo os genes Fator de
transcricdo 1 da familia RUNX (RUNXT1) e Co-expressor transcricional do parceiro
RUNX1 (RUNXT1TT1). A proteina resultante dessa fusdo atua como um repressor
génico, impedindo a agao de fatores de transcricdo que atuam na hematopoiese, tais
como Proteina de Ligacao GATA1 (GATAT), CEBPA, Neurofibromina 1(NF1), dentre
outros, para impedir os processos de diferenciacdo celular e interferindo na
transcricdo génica. Além disso, também estimulam elemento que influenciam na
proliferacao celular como, por exemplo, fator induzivel por hipoxia 1 a (HIF1a), sitio
de integracao viral ecotrépico mieloide (MEIS2), via de sinalizagdo RAS, entre outros
(AL-HARBI et al., 2020; KHOURY et al., 2022; SHIMONY; STAHL; PEDRA, 2023).

Outras alteragdes importantes sédo a inv(16)(p13.1; g22) e t(16;16)(p13.1;922),
que sao responsaveis pela formagao de um gene quimérico resultante da fusdo génica
entre a Subunidade beta do fator de ligagcdo ao nucleo (CBFB) e o gene Cadeia
pesada da miosina 11 (MYH11) (KHOURY et al., 2022; SHIMONY; STAHL; PEDRA,
2023). Essas alteragdes contribuem com a leucemogénese, principalmente, devido a
interferéncias na diferenciacao das células hematopoiéticas (CASTELA et al., 1999;
KUNDU et al., 2002).

Ha ainda a translocacao t(15;17)(q24.1; g21.2) referente a fusdo entre os
genes PML nuclear body scaffold (PML) e Receptor de acido retindico alfa (RARA).
Tal alteracdo € bastante caracteristica da leucemia promielocitica aguda (LPA), que
representa de 10 a 15% dos casos de LMA. As mutacées PML::RARA relacionam-se
com interferéncias e bloqueios na diferenciacdo das células hematoldgicas e com
estimulos a expansao de células progenitoras mieloides, uma vez que a oncoproteina
quimérica resultante dessa alteracdo atua na regulacdo da transcricido génica
(WATTS; TALLMAN, 2014; MANNAN et al., 2020; KHOURY et al., 2022; SHIMONY;
STAHL; PEDRA, 2023).

O FLT3 é um gene expresso em células progenitoras hematopoiéticas, que
origina uma proteina tirosina quinase receptora transmembranar, que atua em
diversas vias de sinalizagbes celulares atreladas a modulagdes da proliferacao,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular como, por exemplo, as vias PISK/AKT
(Fosfatitilinositol-3-quinase / Proteina quinase B), MAPK/ERK (Proteina quinase
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ativada por mitégeno / Quinase regulada por sinal extracelular), Rat sarcoma virus
(RAS), Transdutor de sinal e ativador de transcricao 5 (STATS), entre outros.
Mutacbes FLT3 sado uma das principais presentes na LMA, acometendo
aproximadamente 30% dos pacientes e podem ser de dois tipos: Mutacbes em
tandem internas (FLT3-ITD) e mutagdes em dominios de tirosina quinase (FLT3-TKD).
(KINDLER; LIPKA; FISHER, 2010; DAVER et al., 2019; SONG; PARK; UHM, 2022;
ZHAO et al., 2022).

Diversas outras mutagdes genéticas podem ser observadas na LMA como é
o caso da fusdo génica BCR::ABL1, as alteracbes nos genes Proteina tumoral p53
(TP53), Lisina metiltransferase 22 (KMTZ2A), Proto-oncogene KIT (c-KIT), Proto-
oncogene KRAS (KRAS), Proto-oncogene NRAS (NRAS), Proteina alfa de ligagéo ao
intensificador CCAAT (CEBPA), Nucleofosmina 1 (NPMT), entre outras. Isto, pois a
LMA é uma enfermidade que englobar uma ampla variedade de alteracées genéticas
e moleculares que podem influenciar diretamente no prognéstico e responsividade aos
tratamentos (DOHNER et al., 2022; KHOURY et al., 2022; SU et al., 2022; SHIMONY;
STAHL; PEDRA, 2023).

3.2.4. Classificacoes e estratificacoes de risco

Em 1976 o grupo cooperativo French-American-British (FAB) estabeleceram
as primeiras formas de classificagdes das leucemias agudas que perdurou 25 anos e
tornou-se um marco em meio as ciéncias da saude, possibilitando a compreensao e
identificacdo dos subgrupos leucémicos e seus respectivos direcionamentos
terapéuticos (BENNETT et al., 1976). Se fundamentava quanto a presenca de pelo
menos 30% de células blasticas na medula éssea e em critérios morfolégicos e
citoquimicos das células hematoldgicas. Desta forma, as LMA foram divididas em 8
tipos que foram dispostas de M0 a M7 e as LLA passaram a ter 3 tipos, agrupadas de
L1 a L3 (HEAD et al. 1985; BENNETT, 1985; BRUNNING, 2003).

Com o desenvolvimento de pesquisas oncoldgicas e de tecnologias
diagnoésticas passaram a ser necessarias modificagées nas classificagées. Diversas
organizagbes de pesquisas contribuiram com dados que favoreceram as
classificacoes das leucemias e que forneceram uma melhor compreensao quanto as
suas propriedades e alteragdes. Uma delas foi a OMS, que possui um sistema de
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classificagcoes baseado na presencga de evidéncias neoplasicas e trata-se de diretrizes
padrbes para a realizagao de pesquisas, diagnosticos, registros de neoplasias e como
medida de monitoramento da saude publica mundial (KHOURY et al., 2022).

Conforme os critérios da OMS, no que se refere a classificagdo da LMA, além
das caracteristicas morfoldgicas, também passaram a se basear em fatores genéticos,
moleculares, imunoldgicos e epidemioldgicos (BRUNNING, 2003; ARBER et al. 2016;
ARBER et al., 2022). Ademais, sobre a classificagao mais recente da OMS, ela divide
0s pacientes em dois grupos principais, sendo eles a LMA com anormalidades
genéticas definidoras e a LMA definida por diferenciagcdo, onde dentro de cada
conjunto existem as classificacfes pertinentes aos tipos de LMA (Quadro 3)
(KHOURY et al., 2022).

Quadro 3: Classificacdo da LMA segundo as diretrizes da OMS

Leucemia Mieloide Aguda Classificacao

- Leucemia promielocitica aguda com fusdo PML::RARA,;
- Leucemia mieloide aguda com fusdo RUNX1::RUNX1TT;
- Leucemia mieloide aguda com fusdo CBFB:: MYH11;
- Leucemia mieloide aguda com fusao DEK::NUPZ214,;
- Leucemia mieloide aguda com fusdo RBM15::MRTFA;
- Leucemia mieloide aguda com fusdo BCR::ABLT,;
Com anormalidades genéticas - Leucemia mieloide aguda com rearranjo KMT2A;
definidoras - Leucemia mieloide aguda da com rearranjo MECOM,;
- Leucemia mieloide aguda com rearranjo NUP98;
- Leucemia mieloide aguda com rearranjo NPM1;
- Leucemia mieloide aguda com rearranjo CEBPA,;
- Leucemia mieloide aguda relacionada a mielodisplasia;

- Leucemia mieloide aguda com outras alteragdes genéticas
definidas

- Leucemia mieloide aguda com diferenciagdo minima;
- Leucemia mieloide aguda sem maturacao;

- Leucemia mieloide aguda com maturagao;

- Leucemia basofilica aguda;

- Leucemia mielomonocitica aguda;

- Leucemia monocitica aguda;

- Leucemia eritroide aguda;

- Leucemia megacarioblastica aguda.

Definida por diferencia¢éo

Fonte: Adaptado de: KHOURY et al., 2022.
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O European LeukemiaNet (ELN) também possui uma classificagao de LMA
criada no ano 2010 e que visavam desenvolver diretrizes diagndsticas e terapéuticas
dessa patologia, mas que posteriormente, em 2017, incluiram sistemas de
estratificacoes de riscos fundamentada em alteracées moleculares e citogenéticas de
modo a comparar os achados genéticos com os resultados clinicos, em que
recentemente passou por atualizagbes no ano de 2022. Desta forma, as leucemias
foram agrupadas em riscos favoraveis, intermediarias e adversas (Quadro 4)
(SHIMONY; STAHL; PEDRA, 2023; MROZEK et al., 2023; CHEN et al., 2024).

Quadro 4: Estratificacao de risco para casos de LMA segundo os critérios estabelecidos pelo ELN

Estratificacao de Risco Alteracoes Citogenéticas

1(8;21)(q22;022.1) / RUNX1::RUNX1T1;
] inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;g22) / CBFB::MYH11;
Favoravel Mutacdo em NPM1 sem FLT3-ITD;
Mutacao em bZIP CEBPA

Mutagdo em NPM1 com FLT3-ITD;
o NPMT1 selvagem com FLT3-ITD;
Intermediario 1(9;11)(p21.3;023.3) / MLLT3:KMT2A;
Anormalidades citogenéticas nao classificadas como favoraveis
ou adversas

1(6;9)(p23.3;934.1) / DEK::NUP214;
t(v;11923.3) / rearranjo de KMT2A;
1(9;22)(934.1;q11.2) / BCR::ABL1;
t(8;16)(p11.2;p13.3) / KAT6A::CREBBP;
inv(3)(gq21.3926.2) ou 1(3;3)(q21.3;926.2) / GATA2,
MECOM(EVI1); t(3926.2;v) / rearranjo de MECOM(EVI1);
del(5q); del(7); del(17p);
Cariétipo complexo; Cariétipo monossomal;
TP53 mutado;
Mutagado em ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2,
STAG2, U2AF1 e/ou ZRSR2

Adverso

Fonte: Adaptado de: DOHNER et al., 2022; SHIMONY; STAHL; PEDRA, 2023.

3.3. Caracterizacao estrutural das proteinas AURKA, AURKB e PLK1

O ciclo celular compreende uma ampla gama de eventos morfolégicos e
bioquimicos que atuam no controle do funcionamento de uma célula até que ela gere
suas células-filhas, em que para isso ela precisa transferir para a sua nova geracao
todas as informacbes biolégicas com o maximo de veracidade e fidelidade
(COFFMAN, 2004; LEVY et al., 2011; PETRY, 2016). Desta forma, o ciclo celular
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possui grande relevancia na manutencdo gendmica, na identificagdo e reparo de
danos ao DNA e por atuar no controle da proliferagéo das células de diferentes tecidos
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; MACHADO et al., 2021; HANAHAN, 2022).

O controle dos eventos atrelados ao ciclo celular é influenciado por diversas
moléculas, especialmente as de origens proteicas e enzimaticas, que modulam o
inicio do ciclo, bem como a progressao celular dentro dele (LEVY et al., 2011;
GOLDBERG, 2018).

A Aurora quinase (AURK) é uma familia de proteinas quinases com
importante atuacdo na modulagao dos processos de divisédo celular, nas quais podem
ser de trés tipos: AURKA, AURKB e AURKC. A duas primeiras podendo ser
encontradas em varios tipos celulares atuando nos mecanismos de mitose e meiose,
enquanto que AURKC se limita as células gaméticas, sendo, portanto, mais relevante
na regulacdo meiotica (NGUYEN; SCHIDLER, 2018; MACHADO et al., 2021).

As proteinas AURKA e AURKB, possuem alta homologia em diferentes
espécies e sdo compostas por 403 e 344 aminoacidos, respectivamente. Além disso,
ambas possuem trés dominios: um dominio C-terminal, um dominio quinase proteico
e um N-terminal. Este ultimo possui pouca similaridade de sequéncia entre essas
quinases e fornece a cada uma delas atividades Unicas e |Ihes promovendo a
capacidade de interacdo com proteinas especificas para funcionalidades distintas
(GOLDENSON; CRISPINO, 2015).

A regulacdo da atividade das AURKs ocorre de diferentes maneiras. Um
importante mecanismo envolve a fosforilagdo de residuos conservados de treonina,
denominado de residuo de al¢a T, que se localiza dentro da regido catalitica dessas
enzimas. Essa modificacao é indispensavel para a ativacdo da AURK e acontece por
meio de autofosforilacdoes através de agrupamentos com outras moléculas quinases.
Essa fosforilacdo ocorre especificamente nos residuos Thr288 da Aurora A e Thr232
da Aurora B (Figura 2) (GOLDENSON; CRISPINO, 2015).
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Figura 2: Estrutura das proteinas Aurora Quinases

A e B

Legenda: A: Representacao ilustrativa da estrutura da proteina Aurora Quinase A (disponivel em:
https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/O14965); B: Estrutura da proteina Aurora quinase B (disponivel em:
https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q96GD4).

Fonte: AlphaFold, 2025.

A AURKA ¢é uma molécula-chave para o ciclo celular, em que ao longo do ciclo
ela pode ser encontrada nas regides centrossomais e/ou no fuso mitético. De um
modo geral, seus niveis sdo reduzidos durante a fase G1/S do ciclo celular, mas se
elevam no decorrer da fase G2 e possuem seu pico na fase M (GOLDENSON;
CRISPINO, 2015). Ja a AURKB aumenta os seus niveis logo apds a elevagéao de
AURKA, localizando-se na regido cromossémica durante a etapa da metéafase,
auxiliando no alinhamento cromossdémico, mas também na zona média do fuso
mitotico durante a anafase e participando da citocinese (Figura 3) (GOLDENSON;
CRISPINO, 2015; NGUYEN; SCHINDLER, 2018).

Figura 3: Localizacdes das Auroras Quinases ao longo do ciclo celular
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Legenda: Ao longo do ciclo celular a AURKA (Aurora quinase A) pode se localizar no centrossomo
durantes as fases S/G2 até o periodo da teléfase da mitose, porém, durante o periodo mitético, ela se
localiza no fuso mitético. A AURKB (Aurora quinase B), outra AURK que também atua no ciclo celular,
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localiza-se na regido dos cinetdcoros e centrédmeros durante a préfase até a metafase, para em seguida
ser encaminhada para as proximidades do sulco de clivagem na citocinese.

Fonte: MACHADO et al., 2021.

Outra quinase importante para o ciclo celular é a Polo like kinase 1 (PLK1),
uma serina/treonina quinase que é uma das cinco proteinas integrantes da familia de
PLK. E uma proteina que possui uma cadeia polipeptidica formada por 603
aminodcidos e possui dois dominios funcionais. Um deles € o dominio quinase N-
terminal com maior especificidade para residuos de serina/treonina, em que contém
uma regidao denominada T-loop (também conhecida como loop de ativacédo) que,
quando fosforilado, promover a ativacdo de seu dominio quinase. O segundo é um
dominio regulatério C-terminal, conhecido como Dominio Polo-box (PBD) (Figura 4)
(GOROSHCHUK et al., 2018; SHAKEEL et al., 2020).

Figura 4: Estrutura da proteina PLK1

Legenda: Imagem com representacao ilustrativa da estrutura da proteina Polo Like Kinase 1 (PLK1),
disponivel em: https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P53350.

Fonte: AlphaFold, 2025.

A localidade de PLK1, assim das AURKSs, variam a depender a sua demanda
funcional ao longo do ciclo celular. Durante a interfase, essa quinase encontra-se
dispersa no citoplasma e em regides proximas aos centrobmeros, porém, a medida que
as células iniciam a divisao celular, podem ser detectados tanto nas regides polares
do fuso mitdtico, quanto na regido do cinetécoro, devido aos processos de
condensacao cromossdmica em que participam dos alinhamento dos cromossomos
na placa metafasica. Por fim, durante as etapas da citocinese, a PLK1 pode ser
encontrada na regiao da ponte de interconexao citoplasmatica, também denomina de
ponte citocinética (GOROSHCHUK et al., 2018; CARCER, 2019).
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3.4. Caracterizacao da Via AURKA/PLK1

Para que AURKA seja ativada € necessaria uma autofosforilagdo no seu
residuo conservado de treonina em seu seguimento de ativacdo, que acarreta em
modificacbes no seu sitio ativo. Para isso, ela conta ainda com a interagéo e
fosforilacdo de outras proteinas, dentre elas podemos Proteina LIM AJUBA (AJUBA),
que promove um loop de feedback positivo (CARVALHAL et al., 2015; YAN et al.,
2016; MACHADO et al., 2021).

Entre a fase S tardia e a prometéafase, periodo esse que antecede a formacgao
do fuso bipolar, a AURKA localiza-se nos centrossomos, onde desempenha um papel
essencial na sua maturacdo e estabilizacdo, além de participar ativamente do
recrutamento da matriz pericentriolar (CARVALHAL et al., 2015; YAN et al., 2016;
VANHEESBEEN et al., 2017; JOUKOV; WALTER; NICOLO, 2018; MACHADO et al.,
2021).

A medida que a célula progride para a fase M, a AURKA se redistribui ao longo
dos microtubulos, contribuindo diretamente para a formag&o do fuso bipolar, o controle
dos pontos de checagem do fuso e o alinhamento e estabilizacdo dos cromossomos.
Além disso, exerce um papel importante nas etapas finais da mitose, auxiliando no
inicio da citocinese (CARVALHAL et al., 2015; YAN et al., 2016; VANHEESBEEN et
al., 2017; JOUKOV; NICOLO, 2018; MACHADO et al., 2021).

No que se refere a agao centrossomal de AURKA, além da necessidade de
ocorréncia de autofosforilag&o, a atividade dessa proteina também ira requerer a acao
de moduladores alostéricos, como é o caso da proteina Proteina centrossomal 192
(Cep192). Vale salientar que Cep192 nao gera a ativacao direta de AURKA. Isto, pois
tal molécula ird promover uma oligomerizacdo de AURKA, fazendo com que haja uma
maior concentragdo da mesma no centrossomo, resultando em uma maior
estimulacao da sua autofosforilacdo (JOUKOV;WALTER; NICOLO, 2018; ASTERITE;
MATTIA; GUARGUAGLINI, 2015; NICOLO, 2014; PARK et al., 2023).

Além disso, a AURKA na regiao dos centrossomos, promove a fosforilacao e
ativacdo do Grande supressor de tumor cinase 2 (LATS2) para promover o
recrutamento de moléculas de y-tubulina para os processos de nucleacdo dos
microtubulos e a formacgao do fuso mitético (WANG; JIANG; ZHANG, 2014; WILLEMS
et al., 2018; MACHADO et al., 2021).
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Outro modulador importante de AURKA é o Fator de nucleagao de microtubulo
TPX2 (TPX2), uma proteina que se localiza na regido das extremidades polares dos
microtubulos do fuso mitético e que é modulada pela GTPase RAN. Sua acdo comeca
entre as fases S e G2 do ciclo celular, de modo a auxiliar nos mecanismos iniciais da
mitose, sofrendo degradacao proteassomal no final da divisdo celular. Deste modo,
TPX2 auxiliando AURKA, estabiliza os microtubulos e regula a montagem do fuso
mitético, mas também promove a inibicdo da atividade de Proteina fosfatase 1 (PP1)
impedindo sua habilidade de desfosforilacao (ASTERITE; MATTIA; GUARGUAGLINI,
2015; TSUCHIYA et al., 2020; NASO et al, 2020; MACHADO et al., 2021;
TAVERNIER; SICHERI; PINTARDI, 2021; ASTERITI et al., 2023).

Um importante mecanismo atrelado a AURKA diz respeito a sua capacidade
de ativar PLK1, através de reagbes de fosforilagbes no seu dominio T-loop,
especialmente do residuo Thr-210, no qual necessita do coativador Ativador BORA
aurora quinase A, também conhecido como Proteina aurora boreal (BORA)
(BRUINSMA et al., 2014; ASTERITE; MATTIA; GUARGUAGLINI, 2015; PARRILHA et
al., 2016; SHAKEEL et al., 2020; KALOUS; ALESHKINA, 2023).

Uma vez que PLK1 ¢ ativada, ela estimular o inicio da mitose modulando o
complexo formado por Quinase dependente de ciclina 1(CDK1) e Ciclina B, através
do controle de reguladores negativos, tais como Quinase WEE1 de pontos de
verificacdo G2 (WEE1) e Fator de transcricao de mielina 1 (MYT1) que atuam inibicao
por fosforilacdo de CDK1, mas também age sobre regulares positivos, como a
fosfatase Ciclo de divisdo celular 25 (CDC25), que desfosforila CDK1 para possibilitar
a sua ativagao e na posterior formacao do seu complexo com a Ciclina B que atuem
na transicao entre as fases G2 e M (JOUKOV;WALTER; NICOLO, 2018; MA; POON,
2020; TAVERNIER; SICHERI; PINTARDI, 2021).

A CDK1 também pode realizar a fosforilacao de BORA, para que esta estimule
ainda mais a ativacdo de PLK1 por AURKA. Além disso, CDK1 pode modular a
localizacdo subcelular de PLK1, em que auxilia no direcionamento dos seus
substratos (Figura 5) (BRUINSMA et al, 2013; ASTERITE; MATTIA;
GUARGUAGLINI, 2015; PARRILHA et al., 2016).
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Figura 5: Representacdo da influéncia da via AURKA/PLK1 no inicio da mitose
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Legenda: A Aurora quinase A (AURKA) atua em conjunto com a proteina Proteina aurora boreal
(BORA) para promover a ativagdo de Polo like kinase 1 (PLK1) por intermédio de reagdes de
fosforilagcbes (representado na figura pela letra “P”). Uma vez que PLK1 esta ativada, ela atuara
impedindo a a¢édo de reguladores negativos da transicao das fases G2/M, tais como Quinase de pontos
de verificagdo(WEE1) e Fator de transcricdo de mielina 1 (MYT1), podendo, inclusive, estimular a
degradagao por ubiquitinagdo de tais moléculas, pois elas promovem a inibigdo por fosforilagao de
Quinase dependente de ciclina 1 (CDK1). Além de modular moléculas reguladoras negativas da via,
PLK1 também atuara na ativacao de componentes reguladores positivos da mitose, sendo um dos
principais o Ciclo de divisdo celular 25 (CDC25). O CDC25 atuara, portanto, na desfosforilagdo de
CDK1 para que esta possa prosseguir no desencadeamento da mitose por possibilitar que ela forme
um complexo com Ciclina B. Vale ainda salientar, que CDK1 também tem a capacidade de fosforilar
BORA, para estimular ainda mais a sua acao na ativacao de PLK1.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2025.

Uma vez que a célula entra em mitose, a proteina BORA sofre degradacéo
proteassomal por intermédio de PLK1, porém, essa degradacéo é limitada, mantendo-
a em niveis residuais para que possa sustentar a atividade de PLK1 durante a mitose
(BRUINSMA et al., 2013; PARRILHA et al., 2016).

Além disso, PLK1 na sua forma ativa também participara de processos
associados a montagem e maturacdo do centrossomo através de fosforilagdes das
proteinas dos centriolos e alguns fatores de nucleagéo, por exemplo, a proteina
centrossomal Kizuna, y-tubulina, pericentrina, entre outras. A PLK1 também pode
influenciar na quebra do envelope nuclear, na maturagdo do cinetécoro, na
estabilizacdo dos microtubulos, na formacdo do fuso mitético, segregacéo
cromossémica e também auxilia na degradacao de Emi1 (também conhecido como
FBXO5, Proteina F-box 5) que é um inibidor do Complexo promotor de
anéafase/ciclossomo (APC/C) possibilitando a saida da fase M para que se inicie a
citocinese (KIM, 2022; KALOUS; ALESHKINA, 2023).
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3.5. Caracterizacao das proteinas AURKB

Para que ocorra a ativacdo de AURKB € necesséria a sua ligacédo a regiao IN-
box da proteina interna do centrdbmero (INCENP), que promove a ativagao da sua
atividade quinase, ao menos parcialmente. Essa interagdo possibilita ainda a
fosforilagdo dos motivos conservados de treonina-serina-serina (TSS) na prépria
INCENP, mas também do dominio T-loop da AURKB no residuo Thr232, o que leva a
ativacao total da quinase (CARMENA et al., 2012; GOHARD et al., 2014).

Semelhante a isoforma AURKA, a AURKB possui fungdes cruciais na
regulacao do ciclo celular e na condugéo dos processos de divisdo celular. Para isso,
associa-se ao Complexo Cromossémico Passageiro (CPC), formado por AURKB,
INCENP, Borealina e Survivina. Além disso, a ocorréncia de ativagdo de AURKB
depende da concentracdo local de complexo CPC, sendo estimulado por sua
associacao a cromatina ou aos microtubulos (VADER et al., 2005; JEYAPRAKASH et
al., 2007; CARMENA et al., 2012; GOLDENSON; CRISPINO, 2015; MACHADO et al.,
2021).

A atuagcdo desse complexo € indispensavel para garantir eventos-chave
durante a mitose, como a condensacao dos cromossomos, a segregacao adequada
das crométides-irmas e a finalizagéo da divisao celular por meio da citocinese (VADER
et al, 2005; JEYAPRAKASH et al., 2007; GOLDENSON; CRISPINO, 2015;
MACHADO et al., 2021).

A proteina do ponto de verificacdo quinase 1 (CHK1), conhecida por sua
atuacéo na resposta a danos ao DNA, também contribui para que AURKB assuma
sua forma ativa, principalmente durante a prometéafase, através da fosforilagéo de seu
residuo Ser311. Esse processo promove a regulacao espacial da AURKB, permitindo
sua atuacdo nas regides adjacentes aos cinetocoros (PETSALAKI et al., 2011;
CARMENA et al., 2012).

Uma importante funcdo associada a AURKB diz respeito ao seu papel na
condensacao de heterocromatina pericentromérica e na formagdo adequada dos
cromossomos, que se deve, principalmente, a sua capacidade de fosforilar as
proteinas histénicas H3. Tal fosforilagdo ocorre durante as fases G2 e M, em pelo
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menos dois residuos de serina da histona H3, sendo eles Ser10 e Ser28 (CROSIO et
al., 2002; GOTO et al., 2002; LI; DONG; ZHU, 2017; MACHADO et al., 2021).

Na préfase, ocorre o recrutamento de AURKB para as regiées centromeéricas.
Para isso a proteina do ponto de verificagdo mitético BUB1 serina/treonina quinase
(BUBH1) fosforila inicialmente as histonas H2A para gerar um acumulo de AURKB e
sua posterior ancoragem ao cinetécoro. Em seguida, a quinase Haspin fosforila a
histona H3, promovendo o deslocamento de AURKB para o centrébmero interno, onde
se mantém ao longo da préfase (MACHADO et al., 2021).

A estabilizacao da ligacdo entre o cinetécoro e os microtubulos nas fases
iniciais da mitose, também podem ser influenciadas por AURKB, em que para que
isso aconteca ela promove a fosforilagdo de componentes de um complexo proteico
composto pela proteina nula do cinetécoro 1 (KNL1), Mis-segregation 12 (MIS12) e
ciclo de divisdo nuclear 80 (NDC80), também denominado de rede KMN, que atua na
modulacdo das interagdes entre cinetdcoro e microtubulo (CHAN et al.,, 2012;
MACHADO et al., 2021; YATSKEVICH et al., 2024).

Porém, em casos de ligacdes defeituosas e/ou incorretas dos microtubulos do
fuso mitético ao cinetécoro, a AURKB contribui atuando em pontos de verificacées do
fuso ao fosforilar a proteina Cinesina associada ao centrémero mitético (MCAK). Esse
processo direciona a MCAK para os cinetocoros, onde ela atua na correcao dessas
ligagdes incorretas, bem como impedindo defeitos na segregagdo de croméatides-
irmas (GOLDENSON; CRISPINO, 2014).

Por fim, AURKB exerce fungdes essenciais na citocinese, sendo inicialmente
realocada dos centrdmeros internos para a zona média do fuso devido a atividade da
cinesina MKLP2, também denominada de KIF20A, e interagindo posteriormente com
as cinesinas KIF4A e KIF2A para promover o agrupamento de microtubulos e a
formacao do fuso central, garantindo a correta formagéo do sulco de clivagem. Outro
mecanismo adotado por AURKB para auxiliar na citocinese envolve a fosforilacdo da
proteina ativadora da GTPase Rac 1(MgcRacGAP), também conhecida como
RACGAP1, que € uma proteina ativadora de GTPase, que, ao ser fosforilada, estimula
a atividade da membro da familia homéloga Ras A (RHOA), promovendo a contracao
do anel contratil e a finalizacao eficiente da diviséo celular (GOLDENSON; CRISPINO,
2014; MACHADO et al., 2021).
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3.6. Associacao das proteinas AURKA, AURKB e PLK1 com a carcinogénese

Como mencionado anteriormente, AURKA e AURKB sao duas quinases de
extrema relevancia para o ciclo e a diviséo celular. Portanto, altera¢des funcionais ou
nos seus niveis de expressdo, podem levar ao desencadeamento de neoplasias
devido a comprometimentos na divisao celular, especialmente nas etapas de
segregagao cromossdémica, pontos de controle mitético, aneuploidias e instabilidade
gendmica (GOLDENSON; CRISPINO, 2015; MACHADO et al., 2020).

Estudos com culturas de células neoplasicas apontaram que a hiperexpressao
de AURKA associava-se a falhas na progressao mitética e divisao celular, sendo esta
ultima relacionada, principalmente, a mitoses abortivas. Como consequéncia,
observou-se a formacado de células multinucleadas, com aumento no numero de
centrossomos e ocorréncia de tetraploidizagdo (MERALDI; HONDA; NIGG, 2002).

Em um estudo realizado para investigar as consequéncias da hiperexpressao
de AURKA em culturas celulares, foi observado um comprometimento no alinhamento
cromossdmico na placa metafasica, mesmo diante da formagéo de fusos bipolares.
Ademais, 0os cromossomos apresentaram atrasos na dindmica do ciclo celular e
ligacdes ineficazes aos microtubulos, principalmente devido a falhas na montagem do
fuso mitético. Consequentemente, ocorreram falhas nas segregacoes cromossdmicas
com distribuicao desigual dos cromossomos entre as células-filhas, com formacéao de
fusos tripolares e tetrapolares e o surgimento de aneuploidias. Além disso, foram
apontados defeitos nos pontos de checagem do fuso, que permitiram a continuidade
do ciclo celular, mesmo diante de anormalidades mitéticas (ANAND; PENRHYN-
LOWE; VENKITARAMAN, 2002).

Em um estudo acerca da presenca de AURKA e AURKB em amostras de
pacientes com LMA, foi observado que ambas as proteinas tiveram elevados indices
de expressdo nas amostras que continham anormalidades citogenéticas
desfavoraveis. Além disso, também ressaltaram que os pacientes que possuiam
aumento da expressdo de AURKA e AURKB também possuiam numeros de
leucécitos mais elevados (LUCENA-ARAUJO et al., 2011).

Poulard et al. (2019) em seus estudos com pacientes com LLA-B,
identificaram uma hiperexpressdao de AURKB e a associaram a maiores casos de
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recidiva dessa patologia. Além disso, relataram que essa quinase tem a capacidade
de promover a resisténcia aos tratamentos com glicocorticoides ao promover a
fosforilagdo de histona lisina metiltransferase eucariérica 1 e 2 (EHMT1 e EHMT2),
que sao moléculas proteicas que, juntamente com Chromobox 3 (CBX3), formam um
complexo que é essencial para agao efetiva de glicocorticoides. Ao testarem a inibicao
de AURKB, notaram um aumento da morte celular e do potencial citotoxico desses

medicamentos.

Tratando-se de PLK1, sua superexpressdo tem se mostrado presente em
diversas neoplasias devido sua relacao com o aumento proliferativo celular, bem como
o controle do ciclo celular. Ademais, sdo comumente associados a piores prognosticos
a depender do tipo de cancer (GOROSHCHUK et al., 2019; CARCER, 2019).

Estudos realizados com células de LMA para verificar os indices de expressao
de PLK1, ndo apenas descobriram que ela é hiperexpressa na LMA, como que ela
também influencia na capacidade proliferativa desses tipos celulares e, ao realizarem
experimentos com a inibicdo da PLK1, observaram uma reducdo do potencial
clonogénico das células leucémicas e de células progenitoras hematopoiéticas
primarias, havendo, portanto, uma interferéncia na capacidade reprodutiva das células
(RENNER et al., 2009). Wang et al. (2015) também observaram indices elevados de
expressao de PLK1 em suas pesquisas com células de LMA humanas, identificando
ainda uma elevada expressao de PLK1 em células de pacientes pediatricos com LMA.

Vale ainda salientar que diversos mecanismos associados a PLK1 também
podem implicar no desencadeamento tumoral. Dentre eles, podemos destacar a
modulagao de fatores de transcrigéo, tais como Forkhead box M1 (FOXM1), Fator de
transcricdo 3 (E2F), p53 e Fator de transcricado MYC (MYC), bem como a inativagéao
de genes supressores tumorais (WEE1, Emi1 e PTEN, entre outros) e a relagcdo com
a sua participacdo em diferentes vias oncogénicas(CARCER, 2019).

Estudos com cultura de células neoplasicas demonstraram que p53 pode
regular a expresséo de PLK1, estabelecendo uma relagdo inversamente proporcional
entre essas moléculas. No entanto, a presenca de E2F é capaz de reverter a
regulacao negativa gerada por p53, uma vez que a regiao promotora de PLK1 contém
sitios especificos de ligacdo para E2F. Dessa forma, E2F favorece a ativacdo
transcricional de PLK1, estimulando sua superexpressao (ZHOU et al., 2013).
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Mancini et al. (2019) em pesquisas com células de LMC BCR::ABL1+,
relataram o aumento da expressdo de AURKA, PLK1 e FOXM1 e que esses
elementos formam um complexo que gera a resisténcia ao tratamento com Imatinibe.
Ja Yu et al. (2022) comprovaram que tanto PLK1 quanto FOXM1 apresentam
expressao aumentada em casos de linfoma difuso de grandes células B, nos quais
estdo diretamente associados com a regulacao da mitose e na resposta a danos ao
DNA. O blogueio da atividade dessas proteinas foi capaz de induzir uma parada do
ciclo celular, na fase G2/M, mediante controle negativo de CDK1 e Ciclina B1.

Kim et al. (2013) ao realizarem estudos com células leucémicas, identificaram
aumentos na expressao de PLK1, bem como de Fator de transcricdo Twist-1 (Twist1),
em que esse aumento esta relacionado a hiperexpressdo e a maior atividade do
receptor neurotréfico tirosina quinase 3 (TRKC) que por sua vez promove um aumento
da ativacao da via PIBK/AKT/mTOR. Como consequéncia, foi observado um aumento

proliferativo e na sobrevivéncia das células leucémicas.

3.7. Uso de inibidores farmacologicos como tratamentos de leucemias

Os tratamentos oncolégicos convencionais tém se mostrado cada vez menos
eficazes no combate as leucemias, uma vez que fazem uso de terapias com elevadas
taxas de toxicidades e especificidades reduzidas. Com o avango biotecnoldgico
tornou-se possivel a obtengédo de informagdes mais minuciosa sobre os fundamentos
moleculares atrelados a LMA, bem como a descoberta e desenvolvimento de
medicamentos com abordagem e direcionamento a moléculas-alvo pertencentes a
vias de sinalizagbes celulares (MACHADO et al., 2021; LIU et al, 2020;
PADMAKUMAR et al., 2021).

O desenvolvimento e aplicabilidade de inibidores moleculares como medidas
terapéuticas tem se mostrado uma alternativa promissora, ndo apenas por serem
formas de personalizagbes terapéuticas, mas também por visarem melhorias
prognoésticas e a promocdao de uma melhor qualidade de vida aos pacientes
(MACHADO et al., 2021; LIU et al., 2020; PADMAKUMAR et al., 2021).
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3.7.1. Inibidores de AURKA e AURKB

Atualmente existem muitos estudos em busca do desenvolvimento de
inibidores de auroras quinases (AURK), nos quais encontram-se em fases pré-clinicas
e clinicas para verificar a eficacia antineoplasica e os efeitos gerados por essas
substancias (GOLDENSON; CRISPINO, 2015).

Um dos mais populares é o Alisertib, que se trata de um inibidor seletivo de
AURKA e atua impedindo a progressao mitética, em que para isso ele promove a
ativacao dos checkpoints da mitose, deformidades na divisdo celular, impede a
formacao do fuso bipolar e induz a morte celular (FATHI et al., 2017; LIEWER,;
HUDDLESTON, 2018; BRUNNER et al., 2020).

Outro importante inibidor € o Barasertib. Tal medicamento trata-se de um
inibidor seletivo de AURKB que atua de modo competitivo pelos sitios de ligagéo de
moléculas de Adenosina trifosfato (ATP) nessa quinase. Como consequéncia a sua
utilizacdo, sdo observadas reducOes da proliferacdo celular, ocorréncias de
aneuploidias e aumento da morte celular por apoptose em células neoplasicas
(BORAH; REDDY, 2021).

O VX-680, também chamado de Tozasertib, se trata de um inibidor pan de
AURK, estudado para o tratamento de anormalidades hematoldgicas, uma vez que
promove bloqueios do ciclo celular, impede a formacgéo do fuso bipolar, promove a
apoptose, induz ativacao de caspases, aumenta niveis do fator pré-apoptético BAX,
diminui os niveis da proteina anti-apoptética BCL2 (BCL2), entre outras
funcionalidades (HUANG et al., 2008; HOFMANS et al., 2018).

Outro medicamento que cujas propriedades estdo sendo analisadas € o
Radotinib, comumente atrelado a casos de LMC devido a sua capacidade de
inativagdo de BCR::ABL1, possuindo, inclusive aprovagdo na Coreia do Sul como
tratamento de segunda linha para LMC em fase crénica (KIN et al., 2014; ESKAZANE;
KESKIN, 2017). Apesar disso, descobriu-se que esse medicamento possui efeitos
anti-leucémicos em casos de LMA, devido ser capaz de suprimir a atividade de AURK,
especialmente a AURKA, como demonstrado nos estudos de Heo et al. (2019). Eles

relataram ainda que Radotinib foi capaz de reduzir a viabilidades e a proliferacdo das
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células de LMA, bem como reduzir os niveis das proteinas BCL-xL, BCL-2, Ciclina B1,
CDK1 e a, B e y- tubulina e aumentar as taxas de morte celular.

Entre outros inibidores das AURK que estdo sendo investigados quanto as
suas efetividades e segurangcas, podemos ainda citar o MLN8054, PF-
03814735, AT9283, AS703569 (também chamado de Cenisertib), entre outros
GOLDENSON; CRISPINO, 2015).

3.7.2. Inibidores de PLK1

Tratando-se de inibidores de PLK1, estes também estdo em estados de teste
pré-clinicos e clinicos. Entre mecanismos de agéo dos inibidores de PLK1 ha os que
atuam como competitivos pelos sitios de ATP, os inibidores do dominio PBD de PLK1
e as terapias baseadas em Acido ribonucleico de interferéncia (RNAI) direcionadas
para 0 mRNA de PLK1 (GOROSHCHUK et al., 2019).

O BI2536 € um inibidor seletivo de PLK1, no qual é derivado da di-
hidropteridinona e age na competicdo pelos sitios de ligacao de ATP na enzima.
Possui capacidade de promover a parada do ciclo celular, influenciar na formagéo de
fusos mitéticos anormais, retardar o crescimento tumoral ao impedir a proliferacao
celular neopléasica e promove a inducdo da apoptose. (WASCH et al., 2009;
BRANDWEIN, 2015; MUNCH et al., 2015; CHENG et al., 2018; GOROSHCHUK et al.,
2019; LIN et al., 2023).

Outro inibidor competitivo pelos sitios de ATP em PLK1, que também é
derivado da di-hidropteridinona, € o Volasertib. Suas atividades antineoplasicas estao
associadas principalmente a retardos do crescimento tumoral, parada do ciclo celular
e subsequente indugcdo da apoptose. Vale salientar que esse medicamento possui
uma especificidade questionavel, pois também pode afetar outros membros da familia
de PLK, como é o caso de PLK2 e 3 (HAO; KITA, 2015; BRANDWEIN, 2015;
GOROSHCHUK et al., 2019).

Poloxina € um inibidor que atua diretamente nas regides PBD da PLK1 e,
como consequéncia, sdo observadas reducdes da proliferacdo celular, defeitos na
integridade dos centrossomal, falhas no alinhamento cromossémico ao longo da
divisdo celular, parada do ciclo celular na etapa da prometafase devido a ativacoes
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dos pontos de checagem do fuso mitético e a indugéo da apoptose (YUAN et al., 2011;
GOROSHCHUK et al., 2019).

Ha ainda outros inibidores de PLK1 nos quais também se encontram em fases
de testes quanto a sua eficacia, em que podemos citar o Rigosertib, GSK461364,
NMS-P937, entre outros (BRANDWEIN, 2015; GOROSHCHUK et al., 2019).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho experimental
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O fluxograma da realizacao do projeto é descrito na figura abaixo (Figura 6)

e se divide em dois momentos. O primeiro diz respeito ao momento de introdug¢ao dos

pacientes no estudo e a segunda tratando-se do processamento das amostras.

Figura 6: Fluxograma do delineamento experimental proposto
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4.2. Tipo de estudo

O projeto de pesquisa trata-se de um estudo clinico prospectivo analitico e
observacional, no qual envolve formacado de coorte de individuos adultos com
diagnéstico de LMA. O acompanhamento da coorte foi realizado antes, durante e apds
o diagndstico, sendo realizada regularmente conforme os protocolos de seguimento
dos centros participantes desse estudo. Tal acompanhamento possui extrema
relevancia para a possibilidade de realizarmos a andlise de sobrevida dos
participantes do estudo.

4.3. Locais de realizacoes do estudo e os aspectos éticos

As coletas as amostras foram realizadas em hospitais cearenses, sendo eles
o Hospital Geral de Fortaleza (HGF) e Hospital Geral Dr. César Cals (HGCC), ambos
localizados em Fortaleza, e no Hospital e Maternidade Sao Vicente de Paulo (HMSVP)
situado no municipio de Barbalha. As amostras obtidas do HMSVP foram devidamente
acondicionadas e transportadas mediante colaboracdo do Centro de Hematologia e
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Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), as trazendo para Fortaleza; local de realizagao

dos experimentos.

As anadlises moleculares das amostras foram realizadas no Laboratério de
Genética Clinica (LABGEN) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

O projeto de pesquisa, bem como os Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) foram submetidos a apreciacdo dos comités de éticas dos
hospitais envolvidos no projeto e que consideraram a aprovac¢ao sob 0s numeros de

parecer:

e Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Geral de Fortaleza (ANEXO 1):
o CAAE: 38680520.9.3001.5040
o Numero do Parecer: 4.798.575

e Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Geral Dr. César Cals (ANEXO 2):
o CAAE: 38680520.9.3002.5041
o Numero do Parecer: 5.823.921

e Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara (ANEXO 3):
o CAAE: 38680520.9.0000.5054
o Numero do Parecer: 4.339.719

Os TCLEs utilizados nos hospitais (Anexo 4), foram assinados por cada
participante do estudo ou seus representantes legais antes dos demais
procedimentos. Posteriormente, aplicou-se um questionario (ANEXO 5) pela equipe
de saude treinada e/ou equipe de pesquisadores, recolhendo-se dados pessoais, bem
como as demais informagdes clinicas dos participantes, que fossem relevantes para
o estudo, tais como a presenca ou auséncia dos principais sinais e sintomas
relacionados a LMA. Somente apés a realizagdo da coleta de dados que ocorrera as
coletas das amostras biolégicas de sangue periférico (SP) e medula éssea (MO).

Todas as diretrizes de Biosseguranca e de Boas Praticas Laboratoriais foram

aplicadas aos hospitais e laboratérios de realizacao do projeto de pesquisa.



42

4.4. Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de todos os pacientes com suspeitas diagnésticas
de LMA que deram entrada nos centros de atendimentos hospitalares cearenses que
colaboraram com o estudo durante o periodo de julho de 2021 a agosto de 2024.
Foram adquiridas cerca de 5 mL de amostras de SP através de pun¢do venosa em
tubos de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), mas também, quando possivel,
foram coletados cerca de 1 mL de amostras de MO durante o momento do exame
diagndstico.

As amostras foram devidamente acondicionadas e encaminhadas para o
LABGEN no NPDM, onde realizamos os processamentos das mesmas. Também
foram coletados dados clinicos presentes nos prontuarios de cada paciente, tais como
idade, sexo, exames laboratoriais, sintomatologias, entre outras informacdes que se

apresentassem relevantes para o estudo.

Vale ressaltar que as amostras, bem como os dados clinico-laboratoriais dos
participantes do estudo, foram realizadas anteriormente ao inicio de seus tratamentos,
de modo a evitar a ocorréncia de interferéncias farmacologicas nos resultados desta

pesquisa.

4.5. Critérios de elegibilidade
4.5.1. Critérios de inclusao

Foram incluidas neste projeto de pesquisa as amostras de individuos
cearenses adultos (218 anos), do sexo masculino e feminino e que possuissem

confirmagéo diagndstica de LMA.

Além disso, os participantes do estudo deviam estar de acordo com as
requisicdes estabelecidas para o projeto e nos casos de aceitagdo para a inclusao no
estudo, confirmaram participacdo mediante assinatura do TCLE.
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4.5.2. Critérios de exclusao

Foram excluidas amostras de individuos com idades inferiores a 18 anos,
originarios e habitantes de outros estados que nao seja o Ceara e que possuem
diagnésticos clinicos e laboratoriais excludentes para LMA.

Foram excluidas do estudo os individuos nas quais ndo foi possivel a
obtencgao os dois tipos amostrais (SP e MO), uma vez que para esta analise tinhamos
o intuito de realizar testes pareados em relagéo a esses dois sitios anatémicos.

Além disso, caso algum participante apresentasse alguma outra condi¢ao que
0 pesquisador julgasse impeditiva para a sua continuidade no estudo ou que tais
individuos e/ou seus representantes legais solicitaram mediante quaisquer motivos a
sua retirada do estudo, o pesquisador realizou suas respectivas remocdes da

pesquisa.

4.6. Classificacao e estratificacao de risco dos participantes do estudo

As classificacbes de leucemias para fins diagnésticos dos pacientes
participantes do estudo foram realizadas conforme os critérios mais recentes
estabelecidos pela OMS. Ja no que se refere a estratificacao de risco dos individuos
diagnosticados com LMA, estas foram baseadas nas diretrizes mais recentes do ELN.
Tais diretrizes levam em consideracao a ocorréncia de alteracdes citogenéticas e
moleculares e em seguida classifica cada pacientes em trés subgrupos: risco
favoravel, intermediario e adverso (DOHNER et al., 2022; SHIMONY; STAHL;
PEDRA, 2023).

Vale ainda salientar que os pacientes foram submetidos a estratificacoes
clinico-epidemiolégica a partir dos dados clinicos obtidos como, por exemplo, idade,
sexo, resultados de hemogramas (contagem de leucdcitos, niveis de hemoglobina,
quantidade de plaquetas, percentuais de células blasticas etc.) e outros testes
laboratoriais, localizagao geogréfica, entre outros aspectos.

4.7. Processamento das amostras

4.7.1. Extracdo de RNA
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Inicialmente, a camada leuco-plaquetaria (buffy coat) das amostras foi
separada a partir do processo de centrifugacdo, para posteriormente serem
aliquotadas 250 pL das mesmas em tubos eppendorff e sem seguida foram realizadas
as extracoes de RNA através do protocolo in house de Trizol. Apds a extracao, o0 RNA
obtido foi eluido com 20 pL de &gua ultrapura para que fosse possivel realizar a
determinacao de sua concentragdo de material genético e pureza.

As concentragdes de RNA foram determinadas por espectrofotometria atraves
do equipamento NanoDrop (Applied Biosystems®), com as leituras sendo efetuadas
a 260 nm. A verificagdo da pureza dessas amostras foi realizada com base nas razdes
entre as densidades das absorbancias que serao observadas a 260 e 280 nm.

4.7.2. Transcricao reversa (RNA-cDNA)

A Transcricdo Reversa (RT) foi realizada a partir dos 20 yL da amostragem
de RNA que foram extraidas para que fossem sintetizados os cDNA (DNA
complementar) através do kit High Capacity cDONA Reverse Transcriptase (Applied
Biosystems®), seguindo as instru¢des do fabricante.

A converséo foi realizada por intermédio do equipamento Veriti™ 96-Well Fast
Thermal Cycler (Applied Biosystems®). A configuracdo das ciclagens que foram
utilizadas pelo equipamento foram de 25°C por 10 minutos e 37°C por 120 minutos.
Ao final, as amostras foram armazenadas em freezer cuja temperatura é de -20°C até
que sejam utilizadas para realizar os processos de Reacdo em Cadeia da Polimerase
em Tempo Real (QPCR).

4.8. Avaliacao molecular
4.8.1. Reacdao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) e deteccao

Para a realizagao qPCR foi utilizado o equipamento QuantStudio 5 (Applied
Biosystems®) e o kit comercial TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems®) para a realizacao da deteccdo dos niveis de expressao génica, cujas
quantidades de reagentes estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Reagentes utilizados na PCR em tempo real

Reagentes uL
Agua deionizada 3,5
Tampao (TagMan® Gene Expression Master Mix 5
TagMan® Gene Expression Assay 0,5
cDNA 1
Volume Final 10

Para analisar os niveis de expressdes génicas nos pacientes com LMA foram
utiizadas sondas da ThermoFisherTM  Scientific, dos genes AURKA
(Hs01582072_m1), AURKB (Hs00945858 g1) e PLK1 (Hs00983227_m1). Como
controle endégeno foi utilizado o gene ABL (Hs01104728_m1), sintetizado pela

mesma empresa.

O protocolo de amplificagédo estabelece a configuracdo das ciclagens da
seguinte forma: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 50 ciclos de 95°C por 15

segundos e 60°C por 1 minuto.

Apé6s a amplificacdo do cDNA ser realizada, os fragmentos adquiridos foram
quantificados de modo relativo pela analise dos dados fluorescentes realizada pela
versdo 1.1 no equipamento QuantStudio® 5 (Applied Biosystems®).

4.8.2. Validacao da expressao génica por gPCR quantitativo

Para que os niveis de expressdo dos genes alvos fossem determinados,
foram utilizados os graus de expressdo dos genes enddgenos nos processos de
validacdo, que apresentam uma expressao constitutiva e que puderam ser aplicados

como referéncias de expressdo nas amostras testadas.

A quantificacdo dos fragmentos resultantes da qPCR se basearam no Ciclo
de Quantificacdao (CQ), que se trata do primeiro ciclo de amplificacdo no qual a
fluorescéncia sinaliza que os produtos adquiridos da qPCR puderam ser detectados.
Além disso, o CQ é inversamente proporcional ao logaritmo do nimero de cépias
iniciais (TYAGI et al., 1998). Desta forma, para determinarmos a linha de corte das
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expressdes génicas alteradas das células dos pacientes com LMA, também
determinamos os valores de CQ em células de pessoas saudaveis.

Ao estabelermos o CQ das amostras do estudo, o préximo passo foi a
realizacao dos calculos do nivel das expressdes e para isso utilizamos o Método CQ
comparativo ou Método 2249 em que com isso a expresséo do gene de interesse foi
relatada com relacdo ao gene de referéncia para cada amostra (SCHMITTGEN;
LIVAK, 2008):

Expressao do gene de interesse = 2-24CQ
Onde ACQ = (CQ gene de interesse) — (CQ gene controle) para amostra em triplicata
AACQ = (ACQ gene de interesse) — (ACQ controle)

Para que a utilizagdo do método 222€Q seja validada, devemos considerar que
a amplificacdo dos genes de interesse e dos controles internos sdo eficientes, além
de deverem ser aproximadamente iguais (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Além disso,
para que as validagdes da técnica e dos valores de CQ fossem feitas, foram realizadas
triplicatas de cada amostra analisada.

4.9. Analise estatistica

Foram utilizados os testes de Chi-Quadrado para a realizacao de analises
comparativas com base nos dados das amostras que foram obtidos, assumindo um
p-valor com nivel de significancia de 99% (p<0,001) e 95% (p<0,05) e para isso
utilizaremos o programa GraphPad Prism (verséo 9.4.1).

Os dados estatisticos para as andlises das expressdes das proteinas AURKA,
AURKB e PLK1 foram fornecidos a partir da média + desvio padréo da média (EPM)
dos grupos experimentais em triplicatas no resultado do estudo.

Parte das analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
(versao 9.4.1), adotando-se nivel de significancia de p < 0,05. Para comparar a
expressao dos genes entre o grupo estudo e o controle, utilizou-se o teste t de Student
para dados com distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney para dados sem
distribuicdo normal. Nas comparagdes de dados pareados, aplicou-se o teste t
pareado para distribuicdo normal e o teste de Wilcoxon para distribuicdo n&o normal.
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Para trés ou mais medidas relacionadas, utilizou-se o teste de Friedman, e, para trés
ou mais grupos independentes sem distribuicdo normal, o teste de Kruskal-Wallis.

Ja as analises de correlacdo e de sobrevida, foram realizadas através do
software Jamovi 2.6.2.6. As associagdes entre variaveis foram avaliadas por meio do
teste de correlacdo de Spearman. As andlises de sobrevida foram realizadas por meio
da curva de Kaplan-Meier, com comparacao entre os grupos utilizando o teste de Log-
rank. Além disso, a influéncia de variaveis na sobrevida foi avaliada por meio da

Regressao de Cox.
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5. RESULTADOS
5.1 Analise geral do perfil dos participantes do estudo

Foram realizadas as coletas das amostras biolégicas (SP e MO) de 310
individuos com suspeitas diagnosticas de LMA no periodo de julho de 2021 a agosto
de 2024, dos quais 70 estavam de acordo com os critérios de inclusdo deste estudo.
Tais participantes foram atendidos no Hospital Geral de Fortaleza (HGF), Hospital
Geral Dr. César Cals (HGDCC) ou no Hospital e Maternidade Sao Vicente de Paulo
(HMSVP) e também foram coletados seus dados pessoais e informagbes de

prontuarios.

Do total de participantes, 33 deles eram do sexo feminino (47,1%) e 37 do
sexo masculino (52,8%). Além disso, 34 individuos (48,5%) eram habitantes da capital
(Fortaleza) e 36 (51,4%) eram de outros municipios cearenses (Grafico 1).

Grafico 1: Distribuicao dos pacientes com LMA gquanto ao sexo e localidade de habitagao

A B
38 365
37 (52,8%) 36 (51,4%)
37 36
36 355
35 35
34 345
33 (47,1%) 34 (48,5%)
33 34
3 33
m Sexo masculino Sexo feminino mFortaleza Outros municipios

Legenda: Representacdo grafica da distribuicdo de pacientes com leucemia mieloide aguda
participantes do estudo com base no sexo (A) e a localidade em que habitam (B).

Os pacientes do estudo possuiam de 18 a 91 anos, cuja média de idade foi
de 52,2 anos (desvio padrdo: 19,64). A média de idade das participantes femininas foi
de 55,8 anos (desvio padrao: 18,4) e os participantes masculinos tiveram uma média
de 49,08 anos (desvio padrdao:20,34). A tabela a seguir (Tabela 2) apresenta um maior
detalhamento acerca da faixa etaria dos pacientes.
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Tabela 2: Distribuicao etarias dos participantes do estudo

Faixa etaria Frequéncia em nimeros Percentual de frequéncia
absolutos
18 a 19 anos 3 4 20
20 a 39 anos a0 28.5%
40 a 58 anos 18 25 7%
B0 a 79 anos 26 37.1%
2 &0 anos 3 4.3%

Entre as ocupacbes laborais exercidas pelos participantes foram
reportadas as atividades de agricultor(a), autbnomo(a), representante de vendas,
aposentado(a), professor (a), dona de casa, comerciante, operario de construgao civil,
mecanico, motoboy, entre outras (Tabela 3), sendo possivel observar uma maior
frequéncia da ocupacao de agricultor(a) (n=8). Além disso, 25 individuos nao

informaram quais eram suas ocupacdes laborais.

Tabela 3: Ocupacoes laborais dos participantes do estudo

Ocupacoes laborais Frequéncia entre os participantes
Autdbnomo(a) 2
Comerciante 1

Motoboy 1
Mecanico 1
Agricultor(a) 8
Pecuarista 1
Representante de vendas 3
Pescador 2

Dona de casa 6
Operério de construgao civil 6
Aposentado(a) 2

Seguranca / Vigilante 1
Professor(a) 3

Projetos sociais 1
Estudantes 1

Empregada doméstica / Servigos gerais 3
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Porteiro 1
Musico 1

Gari 1

Nao reportados 25

5.2 Dados clinicos dos participantes do estudo

Entre as informagdes clinicas obtidas dos participantes do estudo, foram
coletados dados referentes de exames hematoldgicos. Cerca de 61 individuos
(87,1%) possuiam os niveis de hemoglobina inferiores ou iguais a 10g/dL, enquanto
que 9 (12,8%) a possuiam em niveis superiores a 10g/dL. Tratando-se da quantidade
de leucécitos, 34 participantes (48,5%) possuiam leucometria menor ou igual a
10.000/mm3, 26 (37,1%) possuiam indices leucocitarios superiores a 10.000/mms,
porém, menores a 100.000/mm3 e 10 (14,2%) possuiam 100.000/mm3 ou mais. Além
disso, 63 individuos (90%) apresentaram quadros de plaquetopenias (niveis inferiores
a 150.000/mm3) e 7 (10%) possuiam plaquetas normais em numero. No que se refere
a presenca de células blasticas em sangue periférico, 46 individuos (65,7%) possuiam
esses tipos celulares, enquanto que 24 (34,2%) néo as apresentaram.

Ao realizarmos a analise da medula éssea dos participantes por
intermédios dos resultados de mielograma, evidenciou-se uma média de 65,5% de
blastos medulares. Entre os participantes, 7,1% (n=5) deles possuiam até 10% de
blastos, enquanto 25,7% (n=18) apresentaram percentuais superiores a 10% e
menores que 70% desses tipos celulares e 55,7% (n=39) possuiam mais 70% de
blastos, porém, 11,4% (n=8) ndo possuiam resultados deste teste.

Também foram analisados os niveis de LDH (Lactato desidrogenase), nos
quais 18 participantes (25,7%) possuiam LDH de até 400 yL e 33 (47,1%) possuiam
niveis superiores a 400 yL e menores ou iguais a 1000 uL, mas nenhum deles
obtiveram LDH acima de 1.000 pyL. Ademais, 18 individuos (25,7%) nao possuiam
resultados para esta andlise.

O resumo acerca desses dados clinico-laboratoriais dos pacientes
portadores de LMA participantes do estudo podem ser vistas a seguir (Tabela 4).
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Parametros

Estratificacao de

Distribuicao em nameros

clinico-laboratoriais parametros absolutos numeros
relativos
<10 g/dL 61 87,1%
Hemoglobina > 10 g/dL 9 12,8%
<10.000/mm3 34 48,5%
Leucdcitos < 10.000 a < 100.000/mm3 26 37,1%
> 100.000/mms3 10 14,2%
Blastos no sangue Sim 46 65,7%
periférico N&o 24 34,2%
Plaquetas < 150.000/mm3 63 90%
> 150.000/mm3 7 10%
Média 65,5%
Blastos na medula <10% 5 7,1%
ossea < 70% 18 25.7%
> 70% 39 55,7%
Sem resultado 8 11,4%
<400 uL 18 25,7%
Lactato desidrogenase > 400 pL a < 1.000 L 33 47,1%
(LDH) > 10000 uL 0 0%
Sem resultado 18 25,7%
Ao se analisar os resultados dos testes imunofenotipicos, foram

identificados como biomarcadores mais frequentes o0 CD13 (n=49; 70%), CD33 (n=56;
80%), CD34 (n=36; 51,4%), CD45 (n=53; 75,7%), CD64 (n=39; 55,7%), CD117 (n=48;
68,5%), MPO (n=43; 61,4%) e HLA-DR (n=39; 55,7%).

Outro parametro analisado foram os testes de cari6tipo, em que dos 70

participantes do estudo, 53 (75,7%) deles possuiam resultados de cariétipo. Destes,

21 (39,6%) apresentaram-se com auséncia de alteragdes e 32 (60,3%) possuiam

anormalidades citogenéticas. Dentre os tipos de alteracées que foram observadas

entre os pacientes, evidenciou-se a presenca de cariétipos complexos, translocacoes,

Distribuicao em
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delegdes, insergdes, inversdes, trissomias e monossomias. Os dados mais detalhados
podem ser vistos na tabela a seguir (Tabela 5).

Tabela 5 Panorama geral das alteracdes citogenéticas dos participantes do estudo

Anormalidades citogenéticas Frequéncia de alteragbes

Caridtipos Complexos 6

2 glteracdes 1a

Translocagdes génicas 16

Delecdes de regides 7
cromossdmicas

Inversdes 5

Adicdes de regides §
Cromossomicas

Aneuploidias 13

Através da realizacdo de testes de biologia molecular foram ainda

verificadas a presenca de alteragcbes génicas, cujos dados podem ser vistos na tabela
a sequir (Tabela 6):

Tabela 6: Alteragcdes em testes moleculares dos participantes do estudo

Alteragtes meleculares Frequéncia em numeros Frequéncia em nimeros
absolutos relativos
PML RARA 9 12,8%
RUNKT  RUNKTTT 11 15, 7%
CBFB: MYHTT 13 18,5%
SCRABLT 23 32,8%
FLT3 5 T1%
Auséncia de alteracdes 24 34,2%

detectaveis

5.3. Estratificacao de risco dos participantes do estudo

A estratificagdo de risco dos portadores de LMA participantes do estudo
foram realizadas conforme os critérios da ELN, em que os pacientes foram agrupados

quanto aos progndsticos em “risco favoravel”, “risco intermediario e “risco adverso”.
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Dos 70 participantes, cerca de 10% (n=7) deles tinham risco favoravel, 30% (n=21)
apresentaram risco intermediario e 47,1% (n=33) possuiam risco adverso. Além disso,
nao foi possivel estratificar 12,8% dos pacientes (n=9) devido a falta de resultados
referentes aos testes de caribtipos e de biologia molecular (Grafico 2).

Grafico 2: Estratificagao de risco dos participantes do estudo segundo critérios da ELN

35
33(47,1%)

30
25
21(30%)
20
15
10 9(12,8%)
7(10%)
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Risco Favoravel Risco Intermedidrio Risco Adverso Nao Classificaveis

5.4. Anadlise de Chi-Quadrado dos dados clinico-epidemioldgicos dos
participantes do estudo

Foi realizado o teste do Chi-Quadrado com o intuito de comparar a provavel
influéncia entre duas variaveis clinicas. Para a obtengéo dos resultados parciais foram
feitas comparagdes entre as estratificacbes de risco dos pacientes e as variaveis:
idade, género, localidade, contagem de leucdcitos, presenca de células blasticas em
sangue periférico, presenca de alteracées no caribtipo, quantificacdo de LDH e
quantidades de 6bito. O p-valor quando estatisticamente significativo, assume o nivel
de significancia de 99% (p<0,001) e 95% (p=<0,05), e demonstra a provavel influéncia

na correlagdo entre as variaveis comparadas.

Analisando-se os resultados das comparacdes, na maioria delas nao foi
possivel realizar a identificagdo de correlagoes estatisticamente significativas. Porém,
as comparacoes entre as estratificagcdes de risco e os resultados das presencas de
blastos em sangue periférico, foi identificada provaveis influéncias entre essas
variaveis. No Quadro 5 podem ser encontrados os respectivos resultados das
analises.
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Quadro 5: Analise de Chi-Quadrado dos dados clinico-epidemiolégicos dos portadores de LMA participantes do estudo

Estratificacao de Risco de Pacientes com LMA
Favoravel Intermediario Adverso Nao Classificaveis
<20 1 1 1 0
20a 39 2 5 10 3
Idade 40a59 2 5 9 2
60a79 2 8 12 4
> 80 0 2 1 0
p- valor 0,9081
Masculino 4 13 17 3
Género Feminino 3 8 16 6
p- valor 0,7528
Fortaleza 4 10 15
Localidade Outros municipios 3 11 18
p- valor 0,8537
<10 3 12 14 5
WEBC (10%)/mms > 10 1 ! 1 N
> 100 3 2 5 0
p- valor 0,2327
Sim 5 10 27 4
Blastos em SP Néo 2 11 6 5
p- valor 0,0298
Normal 4 7 10
Caridtipo Alterado 3 12 17 0
Sem resultado 0 2 6
p- valor 0,5239
LDH (U/L) < 400 1 6 9 2
> 400 4 3 11 2
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D
—_

>1000 4
Sem resultado 8 7 4
p- valor 0,2517
Sim 14
Obito N&o 15 19 8
p- valor 0,2848
Sangue periférico; LDH: Lactato desidrogenase.

Legenda: LMA: Leucemia mieloide aguda; WBC: Contagem de células brancas; SP:
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5.5. Anadlise da expressao génica de AURKA, AURKB e PLK1

As amostras de sangue periférico e medula 6ssea dos 70 participantes do
estudo foram submetidas as analises de expressao por RT-qPCR utilizando-se quatro
genes, um deles sendo o ABL , usado nas etapas de validagado da expressao do teste,
e 0s outros trés genes abordados, tratavam-se dos nossos genes-alvo (AURKA,
AURKB e PLK1). Além disso, para a validacao do teste, amostras de 15 individuos
saudaveis (controle negativo) foram submetidas as mesmas analises de expressao

para serem utilizadas posteriormente para fins comparativos.

Das 70 amostras provenientes de individuos portadores de LMA, 63 (90%)
deles apresentaram amplificacdo bem-sucedida dos elementos-alvo, enquanto que
em 7 (10%) néo foi possivel observar amplificacao de pelo menos um dos genes.

Dentre os casos de auséncia de amplificacdo, um deles nao amplificou
AURKA e PLK1, tanto na MO quanto no SP. Outro individuo obteve amplificacao dos
trés genes na medula, porém, no sangue periférico, foi detectada apenas a expressao
de AURKB. Além disso, em cinco participantes ndo foi detectada a expresséo de
PLK1, sendo que, em quatro deles, essa auséncia ocorreu apenas em SP, e em um
caso, na MO. De um modo geral, o perfil hematolégico desses individuos foi
caracterizado predominantemente por quadros de leucopenia, anemia, plaquetopenia,
auséncia de blastos em sangue periférico, além de medulas hipoproliferativas em
relagdo a presenga de células blasticas. Informagbes detalhadas estdo dispostas no
quadro a seguir (Quadro 6).

Quadro 6: Perfil hematologico dos participantes que ndo expressaram pelo menos um dos genes- alvo

Parametro Agrupamentos Quantidade de Participantes
clinico-epidemiologico

Homens
Género Mulheres
Fortaleza

Localidade

Outros municipios

<10 g/dL

H lobi
emoglobina > 10 g/dL




Leucometria

Blastos em sangue periférico

Plaquetas

Medula éssea

<10.000/mm?
< 10.000 a < 100.000/mm?
= 100.000/mm3
Sim
Nao
< 150.000/mm3
> 150.000/mm3

Hipocelular
Normocelular

Hipercelular

Total de Individuos
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O método do 2724CT foi aplicado diante dos valores de expressdo para a

obtencéo do Fold change (FC) das amostras, que em seguida foram transformados

em escala logaritmica (Logz) com o intuito de corrigir a assimetria dos dados e reduzir

o impacto de outliers.

Realizamos anélises comparativas da expressdao de AURKA em MO entre

os individuos saudaveis e os participantes com LMA através de testes de Mann-

Whitney, que obteve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0254), com indicios

de uma reducado da expressao desse gene na LMA. Por outro lado, nas amostras de

SP, nao observamos diferencas significativas em relacao aos controles (p = 0,2310),

embora 0s niveis de expressdo também apontem indicios de reducao. Além disso,

com as anadlises pareadas (teste de Wilcoxon) entre amostras leucémicas de MO e

SP também néo foram observadas diferengas significativas (p = 0,0778) (Figura 7).
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Figura 7: Analises comparativas das expressdes de AURKA entre amostras de portadores de LMA e

individuos saudaveis
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Legenda: Resultados comparativos da expressao de Aurora quinase A (AURKA) entre a coorte de
pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA) e controle saudaveis. (A) Expressdao da AURKA em
amostras de medula éssea (MO) em comparagcdo com os controles (Teste de Mann-Whitney; p =
0,0254%). (B) Expressao da AURKA em amostras de sangue periférico (SP) (Teste de Mann-Whitney;
p =0,2310). (C) Resultados do teste de Wilcoxon entre as amostras de MO e SP dos pacientes com
LMA (p = 0,0778).

O teste de Mann-Whitney também foi aplicado para as anadlises da
expressdo de AURKB, nao sendo observadas diferencas estatisticamente
significativas entre amostras controle e de individuos com LMA, tanto na MO (p=
0,3078) quanto em SP (p=0,6224). Com a aplicacdo de testes de Wilcoxon para
comparar as amostras de MO e SP dos pacientes leucémicos, também nao foi
detectada variacdes significativas (p=0,8357). Com isso, pudemos supor que a
expressao deste gene se manteve relativamente equilibrada entre os tipos amostrais

e havendo uma equivaléncia com individuos saudaveis (Figura 8).
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Figura 8: Andlises comparativas das expressdes de AURKB entre amostras de portadores de LMA e

individuos saudaveis
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Legenda: Resultados comparativos da expressado de Aurora quinase B (AURKB) entre a coorte de
pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA) e controle saudaveis. A) Expressao da AURKB em
amostras de medula éssea (MO) em comparagcdo com os controles (Teste de Mann-Whitney; p =
0,3078). (B) Expressdo da AURKB em amostras de sangue periférico (SP) (Teste de Mann-Whitney; p
=0,6224). (C) Resultados do teste de Wilcoxon entre as amostras de MO e SP dos pacientes com LMA
(p =0,8357).

A expressao de PLK1 apresentou-se estatisticamente significativa tanto na
MO (Mann-Whitney; p < 0,0001) quanto no SP (Teste T de Student; p = 0,0144), em
comparagado com o grupo controle, indicando uma hiperexpressao desse gene entre
os individuos com LMA. Na comparacao entre SP e MO dos pacientes leucémicos
através do Teste T pareado, foi evidenciada significancia estatistica (p < 0,0001), com

expressao de PLK1 medular superior a de SP (Figura 9).
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Figura 9: Analises comparativas das expressdes de PLK7 entre amostras de portadores de LMA e

individuos saudaveis
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Legenda: Resultados comparativos da expressdo de Polo Like Kinase (PLK1) entre a coorte de
pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA) e controle saudaveis. (A) Expressdo da PLK7 em
amostras de medula éssea (MO) em comparacdo com os controles (Teste de Mann-Whitney; p <
0,0001***9). (B) Expressdo da PLK7 em amostras de sangue periférico (SP) (Teste T de Student; p
=0,0144"). (C) Resultados do teste T pareado entre as amostras de MO e SP dos pacientes com LMA
(p < 0,0001*).

Para avaliar simultaneamente a expressdo dos trés genes-alvo em
amostras pareadas de MO e SP de individuos com LMA, usamos o teste nao
paramétrico de Friedman, sendo observada significancia em ambos os tecidos e
adquirindo-se um p<0,0001 em ambos os cendrios (x> de MO = 80,89; x2 de SP =
21,94). Isso indica que pelo menos uma das distribuicbes de expressao génica difere
das demais. Por essa razao, realizamos em seguida comparacdes pareadas através
do teste de Wilcoxon para determinar os pares responsaveis por essa diferenga. Os
pares avaliados foram: AURKA com AURKB, AURKA com PLK1e AURKBcom PLK1.

Na andlise da MO, todas as comparagdes apresentaram diferengas
significativas, com p = 0,0019 entre AURKA e AURKB, e p < 0,0001 tanto para AURKB
e PLK1, quanto para AURKA e PLK1, evidenciando, portanto, expressdes distintas
entre os trés genes-alvo. Em contrapartida, nas analises com SP, a significancia foi
observada apenas nas comparacoes entre AURKA e PLK1 e AURKB e PLK1, ambas
com p < 0,0001, ndo sendo detectada diferenga relevante entre AURKA e AURKB (p
= 0,4897) (Figura 10). Com isso, sugerimos que AURKA e AURKB apresentaram
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niveis de expressividade semelhantes em SP e que PLK1 revelou-se como o gene

mais expresso dente os genes avaliados em ambos os tecidos.

Figura 10: Testes comparativos pareados em amostras leucémicas da medula 6ssea e sangue
periférico quanto a expressao de AURKA, AURKB e PLK1
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Legenda: Representacdo grafica dos resultados comparativos da expressdo de Aurora quinase A
(AURKA), Aurora quinase B (AURKB) e Polo like kinase (PLK1) em amostras de pacientes com
leucemia mieloide aguda (LMA). (A) Comparagdo pareada da expressdo dos trés genes-alvo em
amostras de medula éssea (MO) (Teste de Friedman; p < 0,0001***). (B) Andlise da expressao
pareada de AURKA e AURKB em amostras de MO (Teste de Wilcoxon; p =0,0019*%). (C) Analise da
expressao pareada de AURKA e PLK1 em amostras de MO (Teste de Wilcoxon; p < 0,0001**). (D)
Andlise da expressdo pareada de AURKB e PLK1 em amostras de MO (Teste de Wilcoxon; p <
0,0001***9. (E) Comparacao pareada da expressao dos trés genes-alvo em amostras de sangue
periférico (SP) (Teste de Friedman; p < 0,0001***%). (F) Andlise da expressao pareada de AURKA e
AURKB em amostras de SP (Teste de Wilcoxon; p =0,4897). (G) Analise da expressao pareada de
AURKA e PLK1 em amostras de SP (Teste de Wilcoxon; p < 0,0001***%). (H) Analise da expressao
pareada de AURKB e PLK1 em amostras de SP (Teste de Wilcoxon; p < 0,0001***%).

5.6. Analise comparativas adicionais para PLK1

Por PLK1 ser o gene com maior padrao de hiperexpressao em comparacao
aos demais, realizamos analises adicionais para explorar melhor o potencial desse

gene como alvo terapéutico e/ou como um biomarcador diagndéstico na LMA.

Foram feitos testes comparativos entre as expressdes de PLK1 com base
no género dos participantes em relagdo aos controles, tanto nas amostras de MO
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quanto de SP e para isso, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis e foi observada
significadncia em ambos os tecidos, com p<0,0001 para as amostras medulares e
p=0,0069 para SP (Figura 11).

Figura 11: Comparagao entre os niveis de expressdo de PLKT entre os participantes do estudo com
base no género
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Legenda: Grafico com a comparagao da expressdo de Polo like kinase (PLK1) e o género dos
participantes do estudo com leucemia mieloide aguda (LMA. (A) Expressao de PLK1 em amostras de
medula 6ssea (MO) com p < 0,0001***. (B) Expressdo de PLK1 em amostras de sangue periférico
(SP) com p = 0,0069".

Para identificar qual géneros é responsavel por essa significancia,
realizamos comparacées entre controles saudaveis e os portadores de LMA
separando-os por género. Verificou-se diferenga significativa tanto no grupo feminino
(Teste de Mann-Whitney em MO: p<0,0001; Teste T de Student em SP: p=0,0271),
quanto no masculino (Teste T de Student em MO: p<0,00017; Teste de Mann-Whitney
em SP: p=0,0017). Compararmos diretamente os niveis de expressdo de PLK1 entre
0s sexos, tanto na MO (Teste de Mann-Whitney: p=0,7373) quanto em SP (Teste de
Mann-Whitney: p=0,9192), mas ndo foram identificadas diferengas significativas.
Esses resultados indicam que a hiperexpressdo de PLK1 na LMA é semelhante em
ambos os géneros, independentemente do tecido analisado (Figura 12).
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Figura 12: Comparacdes mais detalha entre os niveis de expressdao de PLK71 e o género dos
participantes do estudo.
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Legenda: Comparacgdes entre as expressdes de Polo like kinase (PLK1) e o género dos portadores de
leucemia mieloide aguda (LMA). (A) Comparacdo da expressdo de PLK1 entre grupo controle e
pacientes do sexo feminino em amostras de medula éssea (MO) (Teste de Mann-Whitney; p <
0,0001**). (B) Comparagdo da expressdo de PLK1 entre grupo controle e pacientes do sexo
masculino em amostras de MO (Teste T de Student; p < 0,0001***%). (C) Comparagao da expressao de
PLK1 em amostras de MO entre pacientes de ambos os sexos (Teste de Mann-Whitney: p = 0,7373).
(D) Comparacao da expressao de PLK1 entre grupo controle e pacientes do sexo feminino em amostras
de sangue periférico (SP) (Teste T de Student em SP: p=0,0271%). (E) Comparagao da expressao de
PLK1 entre grupo controle e pacientes do sexo masculino em amostras de SP (Teste de Mann-Whitney
em SP: p=0,0017"%. (F) Comparagado da expressao de PLK7 em amostras de SP entre pacientes de
ambos 0s sexos (Teste de Mann-Whitney: p = 0,9192).

Também foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para realizar a comparagéo
entre a expressao de PLK1 com os dados da estratificacdo de risco dos pacientes
com base critérios estabelecidos pela ELN para LMA. Porém, tanto para as analises
em amostras de MO, quanto de SP nao foram observadas significancias estatisticas,
cujo valor de p foi de 0,6763 e 0,7790, respectivamente (Figura 13), indicando que a
expressao de PLK1 n&o difere entre os grupos de riscos.
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Figura 13: Testes comparativos entre os niveis de expressao de PLK1 e a estratificagao de risco dos
participantes do estudo.
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Legenda: Representacdo grafica da comparagdo da expressdo de Polo like kinase (PLK1) e a
estratificacdo de risco dos participantes do estudo com leucemia mieloide aguda (LMA). Os graficos
refletem a comparacdo da expressdo de PLKT entre os grupos de risco favoravel, intermediario e
adverso em amostras de medula éssea (MO) (teste de Kruskal-Wallis; p = 0,6763) (A) e de sangue
periférico (SP) (teste de Kruskal-Wallis; p =0,7790) (B).

As andlises adicionais realizadas com a expressao de PLK1 apontam que,
apesar deste gene apresentar-se hiperexpresso em comparagcao com individuos
saudaveis, seus niveis de expressao nao variam quanto ao progndstico dos pacientes
e nem tampouco demonstram variacdo significativa em funcdo do género. Esses
achados sugerem que a expressao de PLK1 pode se configurar como uma
caracteristica recorrente na LMA e que esse gene possui potencial como biomarcador
de deteccéao ou apoio diagnéstico na LMA, mas para a confirmacao desse papel, ha a
necessidade de validagdes adicional por meio de estudos com coortes maiores e

abordagens complementares.

5.7. Analise de correlacao associada aos genes AURKA, AURKB e PLK1

Foi realizado o teste de correlacdo de Spearman para a investigacao de
possiveis associacoes entre as expressdes dos trés genes-alvos em amostras de MO

e SP e algumas variaveis clinicas dos participantes do estudo.

Avaliamos primeiramente a correlacdo entre a expressao desses genes

com parametros hematolégicos de SP dos pacientes, sendo eles: niveis de
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hemoglobina, leucometria, quantidade de blastos e plaquetas. Os resultados estdo

dispostos na tabela a seguir (Tabela 7).

Tabela 7: Corregao entre as expressdes de AURKA, AURKB e PLK1 e os parametros hematolégicos

dos participantes do estudo

AURKA (MO) AURKA (SP) AURKB (MO) AURKE (5P) PLK1(MO) PLK1(5P) Hb Leucécitos BLASTOS  PLT

AURKA (MO)

AURKA (SP)

AURKE (MO}

AURKB (5P)

PLK1 (MO}

PLK1 (5P)

Hb

Leucéeites

Blastos

PLT

Rho de Spearman —

p-value —

Rho de Spearman 0413 —

p-value <001 e

Rho de Spearman 0.465%* 0172 —

p-value =.001 0.155 —

Rho de Spearman 0201 0157 0232 —

p-value 0.095 0.184 0053 —

Rho de Spearman 07267 0317 042z 03017 —

p-value <.001 0.ooe <.001 0012 —

Rha de Spearman 0148 0.308™ 0065 0332 0.283" —

p-value 0228 g.ot1o 0585 0.0os noie —

Rho de Spearman 0228 0.369% 0071 0.0o01 0.201 0.046 —

p-value 0.059 0.002 0.561 0992 0.096 0.707 —

Rha de Spearman -0.083 -0.4320 0.000 0.03z2 -0.072 -0.067 -0.265% —

p-value 0485 <.001 0953 0782 0.883 0.580 0.ozv —

Rho de Spearman 0025 0.124 0012 0016 0017 -0.077 -0.093 o407 —
p-value 0864 0407 0537 0913 0.509 0.606 04534 0.004 —
Rho de Spearman 0207 0327+ -0.011 011s 0.205 -0.100 0.37g"™ -0.308* -0.087
p-value 0.0es 0.006 0528 0342 0.0ee 0411 0.001 0.009 04515

Legenda: AURKA: Aurora quinase A; AURKB: Aurora quinase B; PLK1: Polo like kinase 1; MO: medula
6ssea; SP: Sangue periférico; Hb: Hemoglobina; PLT: Plaguetas; Niveis de significancia estatistica: p
<0.05%, p<0.01"* e p<0.001***.

Foram identificadas algumas correlagdes estatisticamente significativas,
porém, nem todas tiveram coeficientes de correlacdo realmente relevantes. De um
modo geral, tais significancias remeteram a ideia de relagdo diretamente proporcional
entre as variaveis testadas, ou seja, que 0s niveis de expressdao aumentam ou

diminuem de modo equivalente com relagdo as variaveis correlatas.

A Unica correlagao considerada como forte ocorreu entre AURKA e PLK1
na MO (Rho de Spearman: 0,726; p<0,001), provavelmente em fungcédo da ocorréncia
de coexpressao entre eles neste tecido, uma vez que ja é sabido que fazem parte de
uma via biolégica comum. Duas associacdes apresentaram coeficientes de correlagéo
que podem ser considerados como moderados, que ocorreram entre AURKA e
AURKB (Rho de Spearman: 0,465; p<0,001) e entre AURKB e PLK1 (Rho de
Spearman: 0,422; p<0,001), ambos em amostras medulares, presumindo uma
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regulacao coordenada entre esses pares de genes. Além disso, a associacao entre
0s niveis de expressao de AURKA na MO e SP também gerou significancia estatistica
com uma correlacdo moderada (Rho de Spearman: 0,413; p<0,007), sugerindo um
padrao de expressdo ao menos parcialmente consistente entre esses dois tecidos.

Ao correlacionarmos a expressao de AURKA, AURKB e PLK1 com os
parametros hematol6gicos dos pacientes, ndo foram evidenciados coeficientes de
correlagao fortes entre as variaveis, apesar da identificacao de significancia estatistica
entre a expressao AURKA em SP e os niveis de hemoglobina (Rho de Spearman:
0,369; p = 0,002), quantidades de leucécitos (Rho de Spearman: - 0,432; p < 0,007) e
de plaquetas (Rho de Spearman: 0,327; p = 0,006). Isto nos mostra que nesta coorte
de individuos com LMA, os niveis mais elevados de AURKA em SP, se
correlacionaram como as maiores concentragdes de hemoglobina e contagem de
plaquetas, mas também com menores quantidade de leucécitos. Posteriormente,
avaliamos outras variaveis clinicas, sendo elas: niveis de blastos na medula 6ssea,

LDH e a idade dos participantes do estudo (Tabela 8).

Tabela 8: Correcéo entre as expressdes de AURKA, AURKB e PLK1 e a presenga de blastos em MO,

niveis de LDH e a idade dos participantes do estudo

Blastos

AURKA (MO) AURKA (SP} AURKE {MO) AURKB (5P} PLK1 (MO} PLK1 (5P} (M0} LDH Idade
AURKA (MO) Rho de Spearman —
p-value =
AURKA (5P) Rho de Spearman 0.413%** —
p-value <001 =
AURKB (MO} Rho de Spearman 0. 45 5*** 0.172 s
p-value <001 0.155 e
AURKB {5P) Rhode Spearman 0.201 0.157 0,232 =
p-value 0.095 0.1394 0.053 —
PLK1 (MO} Rho de Spearman G 0.317** 0, 422%%% 0.301* =
p-value =001 0,008 =001 0,01z —
PLK1 {SP) RhodeSpearman 0,146 0.308** 0.065 0.332%* 0.283* =
p-value 0,226 0,010 0,533 0,003 0,018 =
Blastos (MO) Rho de Spearman -0.277* 0,367 -0.018 -0.023 -0,347%* -0.104 —
p-value 0,028 0,003 0,354 0,859 0,003 0,415 -
LDH Rho de Spearman -0.153 -0,235 0,031 0,859 -0,0%7 0.376%* 0.349*% =
p-value 0,285 0.097 0,828 0,738 0,592 0.007 0,015 —
Idade Rho de Spearman -0.103 0.14z2 -0.146 0132 0.101 0.026 -0.073 0.133
p-value 0,335 0,242 0,227 0,275 0.404 0,833 0.563 0,333

Legenda: AURKA: Aurora quinase A; AURKB: Aurora quinase B; PLKT: Polo like kinase 1; MO: medula
Ossea; SP: Sangue periférico; LDH: Lactato desidrogenase; Niveis de significAncia estatistica: p <
0.05%, p <0.01** e p < 0.001***,



67

Embora algumas associagbes tenham apresentado significancia
estatistica, nenhuma foi acompanhada de um coeficiente de correlagdo que pudesse
ter impacto relevante. Ainda assim, os resultados sugerem uma relagcao inversamente
proporcional entre a contagem de blastos medulares e os niveis de expressao de
AURKA na MO e SP e de PLK1 na MO. Por outro lado, os niveis de LDH apresentaram
uma correlagédo positiva com a expressao de PLK1 no sangue periférico.

5.8. Taxas de mortalidade e analise de sobrevida
5.8.1. Aspectos gerais dos obitos

Dos 70 participantes deste estudo, 27 deles (35,5%) tiveram evolugao dos
quadros clinicos que resultaram em obito. Entre os individuos falecidos, 9 (12,8%)
eram do sexo feminino e 18 (25,7%) do sexo masculino. Além disso, 15 pacientes
(21,4%) eram oriundos da capital cearense (Fortaleza) e 12 (17,1%) de outros

municipios.

Ao realizarmos as andlises progndsticas dos individuos falecidos com base
na estratificacdo de risco estabelecida pelo ELN, 16 deles (22,8%) faziam parte do
grupo de riscos adversos, 9 (12,8%) de riscos intermediarios e apenas 1 possuia risco
favoravel. Ademais, houve ainda o 6bito de um participante cuja estratificacao foi
impossibilitada devido a falta de resultados de testes citogenéticos e moleculares.

Com base nos indices de mortalidade na coorte deste estudo, tornou-se
necessario o emprego de métodos estatisticos que possibilitassem nao apenas a
analise das ocorréncias de Obitos, mas que também avaliassem a distribuicdo desse
evento ao longo do tempo. Neste contexto, a andlise de sobrevida emprega-se como
uma ferramenta robusta para avaliar o impacto que as variaveis clinicas e biolégicas
abordadas neste trabalho assumem diante do desfecho dos pacientes (6bito).
Portanto, foram elaboradas curvas de Kaplan-Meier com Log-Rank para avaliar esses

parametros.

No grafico seguir (Grafico 3) mostra a curva de sobrevida global da coorte
deste estudo. Vale ressaltar que nao foi possivel estimar a mediana de sobrevida, pois
nao foram alcancados os 50% de ocorréncia do desfecho, ou seja, que mais da
metade dos participantes do estudo permanecem vivos.
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Grafico 3: Curva de sobrevida global dos participantes do estudo
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Legenda: Curva de Kaplan-Meier representando a sobrevida global dos participantes do estudo ao
longo do tempo, mesmo diante de dados censurados (riscos na vertical).

Através do grafico é possivel observar uma acentuada redugéo da
sobrevida dos pacientes ao longo dos primeiros meses do estudo, que poderia ser
justificada pela ocorréncia do evento entre os individuos com quadros clinicos mais
graves e/ou que possuiam alguma dificuldade de adesao ou efetividade terapéutica.
Porém, apds aproximadamente 10 meses de seguimento, ocorreu um declinio desses
eventos, alcangcando uma estabilizagcdo completa apds o0 20° més, com uma sobrevida

residual superior a 50%.

Ao avaliarmos a sobrevida dos pacientes com relacao ao género néo foi
identificada diferencas estatisticamente significativas (Log-rank: x?>=3,70; p=0,054).
Apesar disso, ao observamos as curvas, € possivel notar que a sobrevida do sexo

feminino foi superior a masculina (Grafico 4).
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Grafico 4: Curva de sobrevida baseada no género dos participantes do estudo
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Legenda: O teste de Log-Rank utilizado para comparar as curvas de sobrevida entre os grupos de
individuos estratificados com base no género (x>=3,70; p=0,054). O grupo feminino foi representado
pela letra “F” (linha azul), enquanto que o grupo masculino foi identificado pela letra “M” (linha amarela).

Também foi realizada a analise de sobrevida com base na idade dos
pacientes. Para isso, os estratificados em trés grupos: grupo 1 (18 a 39 anos), grupo
2 (40 a 59 anos) e grupo 3 (=60 anos). As curvas de Kaplan-Meier nao apresentaram
um valor de p estatisticamente significativo (Log-rank: x*=1,39; p=0,498), mas, apesar
disso, nos demonstram visualmente uma tendéncia dos individuos do grupo 2 em
apresentarem as maiores taxas de mortalidade em comparacdo com demais grupos
(Grafico 5).
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Grafico 5: Curva de sobrevida baseada na idade dos participantes do estudo
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Legenda: O teste de Log-Rank utilizado para comparar as curvas de sobrevida entre os grupos de
individuos estratificados com base na idade (x?=1,39; p=0,498). A linha azul representa o grupo 1 (18
a 39 anos), enquanto que o grupo 2 (40 a 59 anos) esta representado pela linha cinza, grupo 3 (=60
anos) pela linha amarela.

5.8.2. Analise de taxas de obito e curvas de sobrevida com base na expressao
de AURKA, AURKB e PLK1

Foi realizada a analise de correlagdo entre a expressao dos genes- alvos e
o 6bito dos pacientes que fazem parte da coorte deste estudo. Apesar da auséncia de
correlagbes fortemente relevantes, o teste de Spearman apontou significancia
estatistica entre os Obitos e as expressdes de AURKB e PLK1 na MO, mas também
de PLK1 em SP. Tais associagbes mostraram-se inversamente proporcionais e,
portanto, nos remetem a ideia de que quanto maiores as expressdes desses genes,
menores sao as associagdes com os indices de morte dos pacientes (Tabela 9).
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Tabela 9: Correcéo entre a expressao de AURKA, AURKB e PLKT e as taxas de 6bito no estudo

AURKA(MO)  AURKA(SP)  AURKB(MO)  AURKE (SP) PLK1{MO}  PLK1{SP) Obitos

AURKA (MO) Rho de Spearman —
p-value i
AURKA (SP) Rho de Spearman 0, 413%%* —
p-value =001 —
AURKB {(MO) Rho de Spearrman 0, 45 %#* 0.172 =
p-value =001 0,155 =
AURKB (SP) Rho deSpearman 0,201 0,157 0,232 i
p-value 0.095 0.134 0.053 —
PLK1 (MO} Rho de Spearman 0, 72g*** 0,317** 0,422%%* 0.301* =
p-value <001 0.008 <001 0.012 =
PLK1 (5P} Rho de Spearman 0.148 0.308%* 0.065 0.332%* 0.283* =
p-value 0.226 0.010 0.595 0.005 0.018 =
Ohitos Rho deSpearman -0.094 -0.191 -0.322%* -0.213 -0.236% -0.269*
p-value 0.440 0.113 0.007 0.077 0.04% 0.024

Legenda: AURKA: Aurora quinase A; AURKB: Aurora quinase B; PLK1: Polo like kinase 1; MO: medula
ossea; SP: Sangue periférico; Niveis de significancia estatistica: p < 0.05%, p <0.01** e p < 0.001***.

Com o objetivo de investigar a existéncia de associagdes entre a expressao
dos nosso genes-alvos e os dbitos em meio a coorte ao longo do tempo de estudo, foi
executada a anadlise de sobrevida através das curvas de Kaplan-Meier com teste de
Log-Rank para avaliar a significancia estatistica.

Para tornar viavel a analise de sobrevida, as medidas continuas de
expressao dos genes AURKA, AURKB e PLK1, foram transformadas em variaveis
ordinais, avaliando-se o tempo de sobrevida em meses e utilizando a mediana como
ponto de corte em cada gene para categorizar os pacientes dois grupos: alta
expressao (valores acima da mediana) e baixa expressédo (valores abaixo da
mediana).

Avaliamos inicialmente as curvas de sobrevida da expressdo de AURKA
em amostras medulares e sangue periférico. Apenas as andlises em MO gerou
significancia estatisticamente entre os dois grupos (Log-rank: x?=5,94 e p=0,015),
enquanto que em SP o p-valor foi de 0,255 (Log-rank: x?=1,29). Apesar disso, em
ambos 0s casos 0s grupos de alta expressao de AURKA pareceu demonstrar uma
melhora na sobrevida dos pacientes, porém, a nivel medular essa discrepancia entre
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os grupos foi mais relevante, sendo até mesmo possivel notar através da tabela de
riscos uma maior perda de integrantes do grupo de baixa expressédo ao longo do

tempo, principalmente, entre os periodos de 10 a 20 meses (Figura 14).

Figura 14: Curva de sobrevida dos participantes do estudo com base na expressdo de AURKA na

medula 6ssea e sangue periférico
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Legenda: Representacdo das curvas de sobrevida levando-se em consideracdo as expressdes de
Aurora quinase A (AURKA). A linha azul representando os individuos que ndo apresentaram expressao
acima da mediada (baixa expressao) e nas linhas amarelas os que apresentaram expresséao acima da
mediana (alta expresséo). (A) Curva de sobrevida de AURKA a partir de analises de amostras de
medula 6ssea (MO)(Log-rank: x2=5,94 e p=0,015). (B) Curva de sobrevida de AURKA a partir de
andlises de amostras de sangue periférico (SP) (Log-rank: x?=1,29 e p=0,255).

Foi possivel notar através das curvas um declinio acentuado durante os
primeiros meses para os grupos de alta e baixa expressao, tanto na MO quanto em
SP, mas que em seguida essas quedas de sobrevida passaram a assumir um aspecto
mais gradativo e alcangando estabilidade em até 20 meses de seguimento.

Ao avaliarmos a sobrevida de AURKB, tanto as analises de MO, quanto de
SP tiveram auséncia de significAncia com p-valor de 0,867 (Log-rank: x>= 0,0282) e
0,756 (Log-rank: x?>=0,0964), respectivamente e em ambas as analises as curvas
foram praticamente sobrepostas com o decorrer do tempo. Os dados das tabelas de
risco nos mostram uma quantidade de individuos em risco de desenvolver o desfecho
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que, de certo modo, apresentou-se equilibrada, nos fornecendo a ideia de eventos

proporcionalmente semelhantes entre os grupos (Figura 15).

Figura 15: Curva de sobrevida dos participantes do estudo com base na expressdo de AURKB na

medula 6ssea e sangue periférico
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Legenda: Representacdo das curvas de sobrevida levando-se em consideragdo as expressdes de
Aurora quinase B (AURKB). (A) Curva de sobrevida de AURKB a partir de andlises de amostras de
medula éssea (MO)(Log-rank: x*>= 0,0282 e p=0,867). (B) Curva de sobrevida de AURKB a partir de
andlises de amostras de sangue periférico (SP) (Log-rank: x>=0,0964 e p=0,756).

As curvas de sobrevida de PLK1 para as analises de MO e SP também néo
indicaram significancia, em que o p-valor em cada tecido foi de 0,880 (Log-rank:
¥x?=3,07) e 0,381 (Log-rank: x*=0,767), respectivamente. Contudo, avaliando-se a
curva visualmente, os individuos com expressdao de PLK71 acima da mediana
mostraram-se com uma maior probabilidade de sobrevida em comparagédo com os de
baixa expressao, principalmente nas andlises de MO. Nas duas curvas foram
observados declinios acentuados durante os primeiros meses, seguidos de redugdes
gradativas até que, em ambos 0s casos, a estabilizagdo das curvas foi alcangada

antes dos 20 meses de seguimento (Figura 16).
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Figura 16: Curva de sobrevida dos participantes do estudo com base na expressao de PLK7 na medula

Ossea e sangue periférico
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Legenda: Representacao das curvas de sobrevida levando-se em consideracao as expressoes de Polo
like kinase 1 (PLKT). (A) Curva de sobrevida de PLK1 a partir de andlises de amostras de medula éssea
(MO)(Log-rank: x*= 3,07 e p=0,080). (B) Curva de sobrevida de PLK1 a partir de analises de amostras

de sangue periférico (SP) (Log-rank: x2=0,767 e p=0,381).

Devido os melhores resultados de sobrevida terem se mostrado em

amostras de MO, resolvemos explorar ainda mais esses dados. Deste modo,

elaboramos ela espécie de score para estratificar os pacientes em 4 grupos com base

na expressao dos genes-alvos: Grupo 0 (n&o expressou nenhum dos trés genes-alvos

acima da mediana), grupo 1 (expressou apenas um genes acima da mediana), grupo

2 (expressou dois dos genes acima da mediana) e grupo 3 (expressou o0s trés genes-

alvos acima da mediana) (Grafico 6).
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Grafico 6: Curva de sobrevida abordando esquema de scores baseado na expressdo de AURKA,

AURKB e PLK1 nas amostras de medula 6ssea
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Legenda: Curva de sobrevida elaborada com o esquema de scores para a verificagdo da sobrevida
dos pacientes do estudo diante da expressao dos nossos genes-alvo. Linha azul: Representagcéo do
grupo 0, que nado expressou nenhum dos trés genes-alvo acima da mediana. Linha cinza:
Representagédo do grupo 1 que expressou apenas um dos genes acima da mediana. Linha amarela:
Representagdo do grupo 2 que expressou dois dos genes acima da mediana. Linha verde:
Representagédo do grupo 3 que expressou os trés genes-alvos acima da mediana.

Apesar dos resultados ndo se mostrarem estatisticamente significativos
(Log-rank: x>=5,11 e p=0, 164), percebemos que grupo 3 mostrou-se visualmente com
uma melhor sobrevida em relagcdo aos demais, onde alcangaram a sua estabilidade
com cerca de 12 a 13 meses de seguimento e com uma probabilidade de sobrevida
superior a 75%. Devido a isso, tentamos explorar ainda mais essas informacoes,
afunilando nossa estratificagéo para apenas dois grupos: grupo 0 (Individuos que néao
expressaram os trés genes-alvos acima da mediana) e grupo 1 (Individuos com

expressao dos trés genes-alvos acima da mediana) (Grafico 7).
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Grafico 7: Curva de sobrevida com abordagens aprimoradas do esquema de scores baseado na

expressao dos genes-alvos nas amostras de medula éssea
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Legenda: Curva de sobrevida elaborada com o esquema de scores para a verificagdo da sobrevida
dos pacientes do estudo diante da expressao dos nossos genes-alvos. Linha azul: Representagéo do
grupo 0, em que ndo houve expressam dos trés genes acima da mediana. Linha amarela:
Representagéo do grupo 1 que expressou os trés genes-alvos acima da mediana

ApGs essa segunda andlise, as curvas mostram-se estatisticamente
significativas (Log-rank: x>=4,09 e p=0,043), ressaltando claramente uma melhora de
sobrevida em meio a esses pacientes e nos fazendo supor que a presenca desses
genes na medula 6ssea devem estar associados a algum mecanismo de modulagéao
bioldgica que favoreceu a sobrevida dos individuos desses grupos. Porém, ao
realizarmos analises de regressao para a obtencado do Hazard Ratio desses dados,
nao foi obtida uma significancia estatistica (p=0,053).

Por fim, foi realizada a Regresséo de Cox (univariada e multivariada) para
verificar os possiveis efeitos de cada um dos nossos genes-alvo com relagao ao tempo
até a ocorréncia do desfecho (6bito) dentro da coorte deste estudo. A tabela a seguir
(Tabela 10) apresenta dos resultados referentes as andlises da Regressdo de Cox

univariada e multivariada.



77

Tabela 10: Resultados das regressdes de Cox univariavel e multivariavel

Variavel

Analise Univariavel Analise Multivariavel
Dependente
HR IC P-valor HR IC P-valor

AURKA (MO) 0.89 0.81-0.97 0.007 0.81 0.66-0.99 0.039
AURKA (SP) 0.92 0.82-1.04 0.187 0.97 0.87-1.08 0.544
AURKB (MO) 0.97 0.90-1.05 0.459 1.06 0.94-1.19 0.345
AURKB(SP) 0.88 0.80-0.98 0.018 0.87 0.77-0.98 0.021
PLK1 (MO) 0.91 0.83-1.00 0.052 1.04 0.91-1.19 0.559
PLK1(SP) 0.96 0.90-1.02 0.211 0.98 0.91-1.05 0.505

Legenda: AURKA: Aurora quinase A; AURKB: Aurora quinase B; PLK1: Polo like kinase 1; MO: medula
0ssea; SP: Sangue periférico; HR: Hazard Ratio; IC: Intervalo de confianga.

Com base nos resultados obtidos, observamos que em meio a nossa
coorte, a expressdes de AURKA em MO estava associada a efeitos mais protetores,
cujo percentual de reducdo de riscos de desenvolvimento do evento (ébito) foi de
cerca de 11% na analise univariada e de 19% na multivariada. De forma semelhante,
a expressao de AURKB em SP também demonstrou uma associacao estatisticamente
significativa, com uma redugéo de risco, de cerca de 12% na analise univariada e de
13% na multivariada. Ja as demais variaveis analisadas, ndo foram estatisticamente

relevantes.

6. DISCUSSAO

No contexto do cancer, nao ha como nos desvencilharmos dos chamados
“hallmarks of cédncer” (marcas do céncer), em que sao listadas como aspectos
fundamentais para o desenvolvimento tumoral, dentre as quais podemos citar a
imortalidade replicativa, sustentacdo da sinalizagcdo replicativa, evasdo de
supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, instabilidade gendmica,
entre outras (HANAHAN, 2022).
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As leucemias sdo umas das principais neoplasias dos tecidos
hematopoiéticos, caracterizada pela ocorréncia de diversas mutagdes nas células-
tronco desses tecidos, gerando alteragdes, principalmente, quantitativas dos
elementos figurados sanguineos (NEMKOV; D’ALESSANDRO; REISZ, 2018). Dentre
elas, a LMA é uma das mais agressivas e heterogéneas em comparagao com as
demais leucemias, associando-se a expansdo de células progenitoras mieloides de
forma desordenada (SHALLIS et al., 2019; POLLYEA et al., 2021).

No presente estudo, analisamos uma coorte de pacientes com LMA, que
se apresentou com média global de idade de 52,2 anos e com predominancia de casos
no sexo masculino (52,8%). Stabellini et al. (2022) avaliaram a diferenga entre os
sexos na LMA e identificaram um maior percentual de homens acometidos (57,4%),
bem como alegaram que a mediana da idade geral dos pacientes foi de 65 anos, com
intervalo interquartil de 53 a 74 anos. Yi et al. (2020) também relataram uma maior
quantidade de casos de LMA em homens e verificaram uma idade global dos

portadores na faixa dos 50 anos ou mais.

Ao avaliarmos as ocupacoes laborais dos pacientes, a mais frequente foi
“agricultor(a)”. Trabalhadores rurais sdo potencialmente expostos a agrotoxicos,
tornando-os um grupo de risco devido a exposi¢cdo constante a esses compostos
carcinogénicos (BURNS; JUBERG, 2021). Ferri et al. (2018) estudaram 116 pacientes
com leucemias agudas infantis e apontaram associacdes significativas entre a
leucemogénese e 0 uso materno de inseticidas e rodenticidas domiciliares durantes a
gestacédo, bem como a casos de residéncias préximas (<100m) de campos tratados
com pesticidas. Rafeeinia et al. (2022), avaliaram 109 casos de LMA quanto a
exposicao a pesticidas organoclorados (PO) e identificaram que os niveis séricos de
PO eram maiores entre os enfermos do que entre os individuos saudaveis. Ja nos
estudos de Park et al. (2023), em que analisaram 376 portadores de LMA,
encontraram associacdes positivas entre os casos de individuos do sexo masculino
com essa doenga e a exposicao a pesticidas. Além disso, alegaram relagdo entre
portadores de LMA com idades superiores ou iguais a 60 anos ndo apenas com as
exposicoes a essas substancias, mas também a ocupacgdes laborais atreladas a
industrias de pesticidas.



79

A LMA possui caracteristicas hematoldgicas tipicas como a redugdo nos
niveis de hemoglobina, alteragcbes numéricas em leucdcitos, principalmente, com
ocorréncias de leucocitose, trombocitopenia e a presenca de células blasticas na MO
e SP (NARAYANAN; WEINBERG, 2019; DOHNER et al., 2022). Tais achados foram
identificados na maioria dos nossos pacientes, em que 87,1% possuiam anemias,
uma fragdo predominante apresentavam alteragbes quantitativas leucocitarias;
quadros de leucopenias, leucocitoses e até mesmo alguns casos de hiperleucocitoses
(WBC >100.000/mm3); 90% tinham plaquetopenias, 65,7% possuiam blastos
circulantes e a grande maioria tinham esses mesmo tipos celulares na MO em

elevados percentuais.

Em nossa coorte, os marcadores imunofenotipicos mais frequentes foram
CD13, CD33, CD34, CD45, CD64, CD117, MPO e HLA-DR. A identificagdo de
antigenos de superficie celular, nos quais podem atuar como marcadores a serem
identificados por testes imunofenotipicos, sdo uma importante ferramenta para o
direcionamento diagnéstico da LMA (KHALIDI et al., 1998; THOMAS; MAJETI, 2017;
BASHARAT et al., 2019; HAFERLACH; SCHMIDT, 2020). Com base nisso, tornou-se
possivel realizar associacées quanto aos niveis desses biomarcadores e alteracoes
genéticas presentes na LMA, tais como a fusdo RUNX1::RUNX1T1 que é associada
ao aumento de CD34, CD 117, CD19, CD13, CD33, CD38, CD56, HLA-DR e MPO, a
fusdo PML::RARA que relaciona-se a aumentos de CD2, CD13, CD19, CD33 e CD34,
bem como a redugéo de CD7, CD11b e CD14, a fusdo CBFB::MYH11 relacionada
com os aumento de CD14, CD15, CD33, CD34, CD64, CD117 e HLA-DR, as
mutacdes em FLT3com a elevacao de CD25, CD33, CD34, CD99 e CD123, mutactes
me NPM1 que associa-se a elevagdo de CD33, CD117 e CD123 e com reducdes de
CD13, CD15, CD34 e CD64, entre outras alteracbes (PESSOA et al.,2023).

Em nosso estudo tinhamos o intuito de verificar os niveis de expressao de
AURKA, AURKB e PLK1 nesse grupo de pacientes com LMA. Porém, 7 individuos
nao amplificaram AURKA e/ou PLK1 em nossa coorte. Essas quinases possuem
relevantes papeis na divisao celular, tais como a maturacao e regulacao centrossomal
e de microtubulos, formagdo do fuso mitbtico, estabilizacdo e segregacéo
cromossémica e a citocinese (LENS; VOEST; MEDENA, 2010; MACHADO et al.,
2021; KIM, 2022). Portanto, notamos que os parametros hematol6gicos dos pacientes
com auséncia de amplificacdo refletiam essa auséncia, sendo marcados
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predominantemente por anemias, leucopenias, plaguetopenias, auséncia de blastos
periféricos e medulas 6ssea hipoproliferativas.

Ao longo da leucemogénese as células tumorais sdo capazes de favorecer
sua sobrevivéncia e desenvolvimento modificando o microambiente da MO, tornando-
0 mais hipéxico, estimulando a secrecao de moléculas pré-leucémicas (por exemplo,
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos) e, principalmente, bloqueando da
hematopoese normal. Com isso, as células da MO assumem um estado quiescente,
com reducdo da sua capacidade proliferativa e metabdlica (BATSIVARI; GREY;
BONNET, 2021; URS; GODA; KULKARNI, 2024).

Dentre esses mecanismos de modulacdo no microambiente tumoral,
podemos salientar as alteragdes no nicho endosteal, que ocorre principalmente
mediante modulac¢des na diferenciacao osteogénica de células-tronco mesenquimais.
Em condicbes normais, essas células podem se diferenciar em adipdcitos,
osteoblastos e condrécitos, que liberam citocinas e fatores de crescimento relevantes
para a sobrevivéncia, proliferacdo e manutencao das células-tronco hematopoiéticas
(HSC), tais como o Ligante de quimiocina com motivo CXC 12(CXCL12), Interleucina
12 (IL-12), Fator estimulante de coldnia de granulécitos (G-CSF), Fator estimulante de
colénia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), citocinas, dentre outras. Portanto,
as células leucémicas desregulam essa diferenciacdo, podendo tanto estimula-la,
gerando células com funcionalidade ineficiente para a hematopoese, como também
podem bloquear esse mecanismo (BATSIVARI; GREY; BONNET, 2021; URS; GODA,;
KULKARNI, 2024).

Uma das formas de regular negativamente a diferenciacdo osteogénica
ocorre atraves da liberacdo de exossomos que irdo promover a reducao de fatores de
suporte que sao importantes para as HSC, como CXCL12, Interleucina 7 (IL-7) e Fator
de crescimento semelhante a insulina 1(IGF1), entre outros (KUMAR et al., 2017;
AMIN et al., 2022). Além disso, as células leucémicas também podem gerar a
diminuicdo dos osteoblastos maduros e dos vasos sanguineos endosteais,
promovendo a reducdo de HSC funcionais (DUARTE et al., 2018; URS; GODA,;
KULKARNI, 2024).

Além disso, podem ainda ocorrer modificagcbes na morfologia das células
adiposas, que podem sustentar a necessidade metabdlica das células leucémicas,
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induzir maiores ocorréncias de lipdlise devido a limitagdes nas cavidades medulares
e promover mecanismos de escape dos sistema imunolégico (BATSIVARI; GREY;
BONNET, 2021; URS; GODA; KULKARNI, 2024).

Outra forma das células leucémicas modularem o microambiente tumoral,
pode ocorrer devido ao aumento de vasos sanguineos sinusoidais na MO, nos quais
apresentam uma maior permeabilidade devido, principalmente a um aumento de
seguimento da via do 6xido nitrico, promovendo um maior aporte nutritivo para as
células tumorais, bem como gerando uma remodelagdo vascular para que o
microambiente se torne mais hipoxico (PASSARO et al., 2017; URS; GODA,;
KULKARNI, 2024). Com a MO tornando-se mais hip6xica, ocorre uma diminuicdo do
funcionamento e proliferagédo das HSC normais e um maior favorecimento das células
neoplasicas que sao mais adaptadas a ambientes com baixas concentracbes de
oxigénio (ABDUL-AZIZ et al., 2018).

Nesse contexto em que ocorre um bloqueio da hematopoiese normal,
diversos genes que, em condi¢cdes fisioldgicas, sdo promotores do ciclo celular,
podem ter sua expressao suprimida, favorecendo a substituicdo progressiva das
células hematoiéticas sadias por células neoplasicas, que sao sustentadas por um
acumulo de mutacbes somaticas (CHENG et al., 2015; ENNIS et al., 2023).

Em nosso estudo identificamos uma hipoexpressao de AURKA na MO em
comparagao com os controles saudaveis (p=0,0254), nos sugerindo a hipétese de que
em nossa coorte, essa hipoexpressao possa estar intimamente relacionada com a
supressao proliferativa das células hematolégicas normais, em decorréncia da
expansao clonal de células neoplasicas. Yang et al. (2023) realizaram analises quanto
a expressdao de AURKA em 27 tipos distintos de canceres, entre eles a LMA, e
observaram que esse gene se mostrou hiperexpresso entre as neoplasias avaliadas,

sendo a LMA a anica com hipoexpressao.

Fortalecendo ainda mais essa teoria, nossos dados também nos
mostraram, através dos testes de correlacdo de Spearman, que a expressao de
AURKA, tanto em SP quanto em MO apresentaram-se inversamente proporcionais a
quantidade de blastos medulares, ou seja, conforme ocorre a expansao clonal de
células leucémicas, especialmente com auséncia da atividade de AURKA, menor € a

quantidade de células expressando corretamente essa enzima. Do mesmo modo, em
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SP a expressdo desse gene também se correlacionou negativamente com a contagem
de leucocitos e se correlacionaram positivamente com os niveis de hemoglobina e

contagem de plaquetas.

Ha outras possibilidades justificaveis para a hipoexpressao de AURKA, que
dizem respeitos as células promoverem a regulacdo negativa dessa enzima por
processos de ubiquitinacdo através de regides dessa proteina chamada de D-box
(Destruction boxes) que sao reconhecidas por APC/C em parceria com o fator de
especificidade CDC 20 homdlogo 1 (Cdh1), ou ainda pela degradagao via Cdc4/Fboxw7
e/ou pela acéo da proteina interativa aurora A1 (GOLDENSON; CRISPINO, 2014).

A hipoexpressdo de AURKA pode ainda ser resultado da heterogeneidade
da LMA diante da nossa coorte, pois temos uma grande variedade de subtipos de
LMA compondo nosso estudo, podendo refletir nos padrdes de expressao dessa
enzima. Walsby et al. (2008) observaram os niveis de expressao de auroras quinases
em diferentes subtipos de LMA, notando diferencas quanto a esses niveis, ressaltando
a LPA como a que possuiu melhores expressdes e a leucemia mielomonocitica aguda

como a que apresentou os menores indices em relacdo aos demais tipos.

Vale ainda salientar, que tratando-se de AURKA, esta pode se apresentar
sob duas isoformas alternativas de clivagem e poliadenilacdo de seu mRNA, sendo
uma curta e uma longa. A isoforma longa tornou-se alvo de estudos devido a
existéncia de indicios de sua regulacao mediante acdo de micro-RNA (miRNA), sendo
o principal deles o0 miRNA Let-7. Esses miRNAs possuem suas fungfes intimamente
relacionadas com o controle da proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco,
especialmente, as hematopoiéticas (YAZARLOU; KADKHODA; GHAFOURI-FARD,
2021; MA et al., 2021).

Desta forma o miRNA Let-7 pode regular os mecanismos de traducao de
AURKA, porém, ndo a nivel de iniciagdo, mas sim no decorrer do alongamento do
MRNA, possibilitando que este seja posteriormente degradado. Tais mecanismos
ocorrem normalmente nas fases G1 e S do ciclo celular, gerando baixos niveis de
AURKA, porém, com inicio da fase G2 ocorre a saturacao de fatores que impedem a
sua ligacdo com a isoforma longa, promovendo a elevacdo de AURKA. Quando ha
alteracdes que geram a superexpressao de miRNA Let-7 na fase G2, podem haver
reducdes nos niveis de AURKA (CACIOPPO et al., 2023; CACIOPPO et al., 2024).
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Deste modo, a agdo de miRNA Let-7 poderia ser mais uma justificativa para a
hipoexpressédo de AURKA evidenciada em nosso estudo.

Ja no que se refere a AURKB, esta nao apresentou significancia estatistica
dentro da nossa coorte com LMA em comparag&o com os controles saudaveis. Apesar
disso, os estudos de Carlos et al. (2020) com amostras de pacientes com LLA,
identificaram um aumento na expressao de AURKB em comparacao com linfécitos
normais. Moreira-Nunes et al. (2020), ao avaliarem amostras de pacientes com LLA
pediatrico, nao apenas identificaram uma hiperexpressdo de AURKA e AURKB, como
também observaram que AURKB se mostrou superior a expressao de AURKA.

Entre os trés genes analisados, o que mais se destacou foi PLK7. Em nosso
estudo sua expressao foi estatisticamente significativa em comparagcao ao grupo
controle tanto na MO (p < 0,0001), quanto em SP (p = 0,0144), cujos niveis na MO se
revelaram mais relevante. Alteracbes associadas a essa enzima tém se mostrado
relevantes quanto a sua influéncia na carcinogénese, especialmente devido a
ocorréncia de alteracées que promovem sua hiperexpressao se associarem a casos
de LMA (RENNER et al., 2009; WANG et al., 2015; BRANDWEIN, 2015).

Devidos os resultados promissores de PLK1, nos questionamos quanto a
probabilidade de sua relevancia como biomarcador de ocorréncia da LMA. Os
biomarcadores sao moléculas medidas com base em suas expressdes e/ou
concentragdes, visando sempre uma maior confiabilidade e especificidade aplicativa.
Para isso, € necessaria uma série de comparagdes atreladas aos seus niveis diante
de um estado de doenca e em um estado dentro da normalidade (TANG; YUAN;
CHEN, 2022).

Por essa razao, fizemos ainda outras analises associadas a PLK1, em que
verificamos a possibilidade de existirem diferencas quanto ao género e as
estratificacbes de risco de LMA segundo critérios da ELN. PLK7 se apresentou
hiperexpressa em ambos 0s sexos e sem significancia estatistica quanto a diferencas
entre eles. Essa quinase também nao revelou discrepancias entre as estratificacoes
de riscos. Tais dados somados a nao significancia das correlacées de Spearman
atrelas a idade, nos fazem crer que PLKT possui um forte potencial como marcador
da presenca da doenca independe de caracteristicas ou até mesmo como molécula

alvo para terapias.
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Ha diversos estudos na literatura que buscam por inibidores eficientes de
PLK1. Mlnch et al. (2015) realizaram testes com Volacertibe e BI2536 em células
leucémicas da MO, em que ambos os inibidores sdo competitivos por sitios de ATP
em PLK1 e notaram a ocorréncia da parada mitética com promocao da apoptose.
Resultados semelhantes foram obtidos por Scharow et al. (2015) em seus estudos
com células neoplasicas realizando analises quanto a eficiéncia de Poloxina, que se
trata de um inibidor com foco em regides PBD da PLK1, em que o medicamento surtiu
efeito mesmo em poucas concentracées nanomolares. Okabe et al. (2015) testaram
os efeitos de Rigocertibe em células leucémicas cromossomo Philadelphia positivas,
em que observaram uma inibicao da proliferagdo celular acrescida de estimulacao da
apoptose, além da ativacao de moléculas pré-apoptéticas, como a Caspase 3.

Apesar de PLKT1 ter se mostrado hiperexpressa em meio aos nossos
pacientes, os testes de correlacao nos mostraram uma possivel relagdo inversamente
proporcional aos blastos medulares. Tais resultados podem inicialmente parecer
contraintuitivos se focarmos apenas no papel dessa molécula na divisdo celular. Na
realidade, diante dos nossos resultados, que sugerem o cendrio de substituicoes
celulares a nivel medular, caracteristica essa que é comum ao longo do percurso da

doenca, os resultados dos testes de correlacdo nao parecem tao absurdos.

N&o é incomum que na LMA, em meio ao acumulo blastos leucémicos na
MO, exista uma parcela significativa de células que se encontram com bloqueios na
sua diferenciacao, ndo se apresentando com ciclo celular ativo (STUBBINS; KARSAN,
2021; SUN et al., 2023). Com base nisso, apesar de PLK1 estar hiperexpressa em
nossa coorte, sua expressao € um reflexo da presenca majoritaria de populacoes
celulares leucémicas no tecido medular que ainda possuem seu ciclo celular ativo.
Tais células podem estar utilizando desta quinase para controlar o seu ciclo, sustentar
a proliferacdo e até mesmo para executar mecanismos de escapes da morte celular.
Portanto, quanto maior a quantidade de células com bloqueios na diferenciacéo,
menor é a representatividade de células ativas nesse tecido, justificando-se os dados
da correlacao.

Vale salientar que PLKT pode ter sua expressao regulada positivamente
por outras moléculas além do complexo AURKA/BORA. Uma dessas formas ocorrem

devidos sua regido promotora apresentar sitios de ligacdo para os fatores de
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transcricado FOXM1 e E2F, nos quais sdo responsaveis por promover o aumento de
MRNA de PLK71 (WENG NG et al., 2016) Além disso, ha indicios que no sitio de
ativacao T-loop em PLK1 ha uma regiao consenso de fosforilacdo para AURKA e
AURKB. Com isso AURKB pode promover a ativacdo de PLK1 para que atuem em
conjunto na estabilizagdo da ligagdo entre os microtubulos e cinetécoro (CARMENA
etal., 2012; SHAO et al., 2015; BARBOSA; SUNKEL; CONDE, 2022).

Por fim, ao avaliarmos taxas de mortalidade do nosso estudo identificamos
um indice de 35,5% O&bitos, dentre os quais a maioria eram individuos do sexo
masculino. N&o foi possivel calcular a mediana de sobrevida dos nossos pacientes,
uma vez que nao foi alcancado 50% dos eventos (ébitos), o que se trata de uma boa
noticia, pois mais da metade dos participantes deste estudo mantiveram-se vivos. No
ano de 2019 as previsbes para as taxas de mortalidade de LMA apresentou um
percentual de cerca de 62% dos ébitos por leucemias e representou umas das 5 piores
sobrevidas por tipo de cancer nos Estados Unidos (SHALLIS et al., 2019).

Realizamos analises de sobrevida quanto a expressao de AURKA, AURKB
e PLK1 em meio a nossa coorte e vimos que 0s participantes que apresentaram os
trés genes acima da mediana possuiam uma sobrevida maior (p=0,043), nos fazendo
refletir que em nossa coorte a presenca desses genes estava mais associada a
melhores progndsticos.

Além disso, vimos que a presenga de AURKA em MO acima da mediana
resultou em uma melhora significativa na sobrevida dos pacientes (p=0,015),
enquanto que em SP (p=0,255) nao houve significancia, embora as curvas mostraram-
se melhores entre os individuos com expressoes acima do ponto de corte. Além disso,
na regressao de Cox este foi o gene em MO se mostrou como o fator mais protetor
dentre os avaliados (HR univariavel=0,89; HR multivariavel=0,81). Nos estudos de
Borges et al. (2018) em que analisaram os niveis de expressdao de AURKA em
pacientes com SMD, relataram que os pacientes com expressao abaixo do ponto de
corte tiveram menor sobrevida global em comparagdo aos que estavam acima do
ponto de corte. Ja Puccio et al. (2024), avaliaram dados genéticos e clinicos de
amostra de pacientes com mieloma multiplo providos pela base de dados Relating
Clinical Outcomes in Multiple Myeloma to Personal Assessment of Genetic Profiles

(CoMMpass) quanto a expressao de AURKA, em que relataram ndo apenas que as
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maiores expressdes desse gene associaram-se com marcadores da doenga mais
agressiva, como também com redugdes da probabilidade de sobrevida global e
aumento da progressao da doenca.

Os dados de sobrevida associados a AURKA corroboram com nossa teoria
de que a hipoexpressdao de AURKA possa estar mais relacionada com a supressao
proliferativa das células medulares normais por uma repopulacdo de células
neoplasias, do que com as alteragdes nas células leucémicas propriamente ditas. Isto,
pois os individuos com essa quinase acima da mediana, provavelmente possuiam um
namero maior de células sadias na medula 6ssea que conseguiam realizar a
hematopoese de forma mais eficiente. Yang et al. (2023) identificaram em seus
estudos com diferentes neoplasias, dentre elas a LMA, que ao verificarem o valor
prognostico da expressdo de AURKA, esta associou-se a melhores progndsticos.
Apesar disso, dados da literatura apontam que diante de uma hiperexpressao de
AURKA em células leucémicas se correlacionam com alteracbes citogenéticas
desfavoraveis (LUCENA-ARAUJO et al., 2011).

As curvas de Kaplan-Meier quanto a expressdao de AURKB em nosso
estudo ndo apresentaram significancia estatisticas, porém, os resultados gerados
pelos de regressdao mostraram que AURKB em SP obteve significancia com um
Hazard ratio que |he aponta como um fator protetor (HR univariavel=0,88; HR
multivariavel=0,87), enquanto que em MO nao foi evidenciada significancia. Borges et
al. (2018) avaliaram a sobrevida de pacientes com SMD diante da expressao de
AURKB, em que relataram que os individuos com menores expressdes associaram-
se a uma menor sobrevida. Em contrapartida, Li, Cheng e Zhang (2024) verificaram
as expressdes de AURKB em multiplos canceres e alegaram que o aumento na
expressao de AURKB associou-se a sobrevidas desfavoraveis em cerca de onze
neoplasias distintas, que incluem sarcomas, mesotelioma, adenocarnimoma pulmonar
e pancreatico, carcinomas renais de células palpilares e de células claras, carcinomas

adrenocorticais, carcinomas hepatocelulares, gliomas e mesoteliomas.

Os dados de sobrevida de PLK1, apesar da auséncia de significancia tanto
para as amostras de MO quanto de SP, nos revelaram pela curva de Kaplan-Meier
que individuos com expressao acima do ponto de corte possuiam uma melhoria na

sobrevida. Apesar disso, nos estudos de Wang et al. (2015) com LMA pediatrica em
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que avaliaram a expressdo de PLK1, observaram que os individuos que possuiam
maiores expressdes desse gene associaram-se a menores sobrevidas. De mesmo
modo, nas pesquisas de Jiawai et al. (2022) avaliaram que PLK1 estava associada
sobrevidas desfavoraveis em casos de neoplasias mamaria.
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7. CONCLUSAO

Através deste estudo pudemos caracterizar um panorama novo diante da
atuacado das proteinas Aurora e Polo quinases na leucemogénese. Uma vez que
essas proteinas comumente associam-se a mecanismos de controle do ciclo e
proliferacao celular em estados fisioldgicos e que diante da ocorréncia de alteracdes

em suas vias elas podem vir a favorecer o desenvolvimento tumoral.

Muitos estudos apontam a hiperativacao de Aurora quinases em casos de
LMA, por vezes até se associando a piores progndésticos, mas em nossa pesquisa,
n&o apenas vimos que a AURKB se apesentou com niveis de expressdo semelhantes
aos controles negativos, indicando um papel menos evidente no contexto analisado,
como também que AURKA encontrava-se hipoexpressa, 0 que, associando-se aos
testes de correlacao e sobrevida, sugerem a ocorréncia de uma possivel associacao
entre a sua hipoexpressdao e a interrupgcdo da hematopoese normal devido a
infiltragdes leucémicas ocasionadas por modificagdes no microambiente tumoral. Com
isso, as células neoplasicas perdem sua capacidade de manter o ciclo celular e,
consequentemente a divisdo celular por mecanismos tradicionais, tal como a via

replicativa que envolve a AURKA.

As células neoplasicas que nao se encontram em estado de quiescéncia,
recorrem a mecanismos alternativos para sustentar sua sobrevivéncia e replicacao
como, por exemplo, através da hiperatividade de PLK7, como foi vista em nossa
coorte, além de se mostrar um potencial biomarcador da presenca dessa doenca,
independentemente de aspectos como sexo, estratificacdo de risco ou idade, e

reforcando seu potencial como alvo terapéutico.

Apesar disso, ndo podemos negligencia a possibilidade de modulacao
dessas quinases por outras moléculas pertencentes ao ciclo celular, cujas regulacdes
podem promover sua ativacdo ou inibicdo, bem como regulagdes ao longo dos
processos de traducdo mediante acdo de miRNA ou haverem diferencas nos niveis
de expressao devido aos diferentes tipos de LMA.

Esses achados reforcam a importancia da avaliagdo integrada dos fatores
moleculares e hematoldgicos na LMA, pois nos mostra o quao complexas sao as
quinases e as vias para favorecer a leucemogénese. Isso, acrescido da grande
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heterogeneidade e magnitude da LMA, nos sugere a necessidade de estudos mais
aprofundados que possam esclarecer ainda mais tanto sobre o papel dessas
moléculas nas leucemias, como também sobre o papel do microambiente tumoral na
modulacao desses elementos abrindo caminhos promissores para o desenvolvimento

de novas estratégias diagnosticas e terapéuticas mais direcionadas.
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ANEXO 4: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome: Idade Data de
Nascimento / / Sexo ()M ()F

Naturalidade: Procedéncia

Endereco

Telefones: Profissao

TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “RASTREAMENTO GENETICO PARA A DETECCAO
PRECOCE DE BIOMARCADORES EM PACIENTES PORTADORES DE LEUCEMIAS AGUDAS
NO ESTADO DO CEARA

NOME DO INVESTIGADOR PRINCIPAL: DR MANOEL ODORICO DE MORAES FILHO

O objetivo da pesquisa é conhecer melhor as caracteristicas da doenga a qual vocé é portador.
Gostariamos de lhe convidar e pedir sua autorizacao para através de pesquisas de seu prontuario
clinico analisar a idade, sexo e outras caracteristicas clinicas da sua doenga, bem como
informacdes do seu prontuario. Serao coletadas amostras do seu sangue e medula éssea para o
estudo do seu material genético e sera avaliada a presenga de alteragbes nesse material,
juntamente com a sua resposta ao tratamento realizado, gerando resultados que favorecam uma
melhor compreensao do surgimento e progressao desta doenca.

Com a sua autorizacgao serao coletados cerca de 5 mL (correspondente a uma colher de cha) de
amostra de seu sangue através de puncado venosa em tubos de tampa roxa (EDTA) para estudos
de seu material genético (DNA e RNA). Com sua autorizagao também serao coletados cerca de
1mL de (correspondente a uma colher de café) de medula 6ssea que serdo obtidas no momento
do seu exame diagnostico. Para a puncao e/ou biépsia da crista iliaca (osso da bacia situado
abaixo da cintura), o paciente fica em decubito lateral e a area a ser puncionada é limpa com
solugao antisséptica e anestesiada com anestésico local. A agulha de aspiragao € inserida, através
da pele, na cavidade medular removendo a parte liquida da medula 6ssea. Apds o procedimento,
o paciente fica deitado de costas e monitorado durante 5-10 minutos. Nos materiais coletados,
sangue e medula 6ssea sera avaliado a presenca de alteracbes genéticas nesse material,
juntamente com a sua resposta ao tratamento realizado, gerando resultados que favoregcam uma
melhor compreensao do surgimento e progressao desta doenca.

Esta pesquisa atende as recomendacbes dos aspectos éticos e legais da pesquisa com seres
humanos da Resolugdo 466/12. Os riscos relacionados a coleta de sangue sdo contornaveis,
podendo ocorrer dor leve e formacdo de mancha roxa no local por pequena saida de sangue
mancha arroxeada (equimose) ao redor do local da pungao, a qual desaparece em poucos dias
sem cuidados maiores e sem necessidade de intervengéo terapéutica. Os materiais utilizados
nessa pesquisa serdo somente aqueles considerados excedentes dos coletados para exames
laboratoriais de rotina para o diagnéstico da sua doencga, ndo havendo excedentes de guarda de
material biolégico. Os riscos fisicos e inconvenientes ndo serdo diferentes daqueles previstos
durante os procedimentos normais para a obtengdo de amostras biolégicas para o diagnéstico da
sua doenca.

Os provaveis riscos e efeitos adversos (efeitos danosos) de se realizar uma coleta de medula
ossea incluem: sangramento e dor no local onde a agulha foi inserida, um inchago debaixo da pele
que contém sangue (hematoma), sonoléncia. Para minimizar os possiveis riscos e desconfortos,
as coletas de material biolégico serdo conduzidas no ambulatério clinico do hospital, e somente
serdo coletadas no momento dos exames diagndsticos para o seu atendimento clinico. Caso haja
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algum tipo de intercorréncia dentro desses procedimentos de coleta vocé serd pronto atendido no
ambulatério para reverter quaisquer desconfortos ou efeitos adversos.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, ndo existindo nenhuma
remuneragao ou indenizagao para os participantes. O (a) senhor(a) ndo é obrigado(a) a fornecer
as informacgdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelos Pesquisadores. Caso decida
ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, nao sofrera nenhum
prejuizo, nem havera modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituicdo. Vocé
concordando em participar da pesquisa recebera uma via deste documento, assinada por vocé
(ou seu representante legal) e pelo pesquisador responsavel por esta pesquisa, para que tenha
ciéncia deste documento e caso tenha duvidas consiga entrar em contato nos telefones e
enderegos disponiveis.

Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa. Caso necessite de maiores informagdes sobre o
presente estudo, podera entrar em contato com os pesquisadores Dr. Manoel Odorico de Moraes
Filho e Dra. Caroline de Fatima Aquino Moreira Nunes pelos telefones: (085 - 991980227 ou 085
- 31017078) ou pelo endereco: Rua Coronel Nunes de Melo n 1000, Bairro Rodolfo Tedfilo,
Fortaleza, Ceara.

Termo de consentimento Pés-Informado

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevancia do estudo proposto, de como
sera minha participagdo, dos procedimentos e riscos decorrentes deste estudo, declaro o0 meu
consentimento em participar da pesquisa, como também concordo que os dados obtidos na
investigacao sejam utilizados para fins cientificos (divulgacdo em eventos e publicagdes). Estou
ciente que receberei uma via desse documento.

Ceara, de de 20 .

Assinatura do participante ou responsavel legal



ANEXO 5: QUESTIONARIO CLiNICO PARA OS PACIENTES PORTADORES DE

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

IDENTIFICAGCAO

NUMERO DE REGISTRO

Data de nascimento

Naturalidade

Procedéncia

se aposentado):

Ocupacio (ou ocupacio anterior,

QUAIS?)

Manipulacio ou exposicio a
corantes, derivados de petroéleo,
agentes quimicos em geral/
agrotoxicos. (sim ou nio; se SIM,

SINAIS E/OU SINTOMAS

SIM

NAO | IGNORADO

Dor de cabeca

Alteragao visual (reducio de campo visual)

Galactorreia (secregao de leite nas mamas)

Alta de menstruagdo por periodo prolongado

Redugdo na libido

Infertilidade

Diarreia cronica

Desmaio

Pedra nos rins

Aumento de extremidades

Aumento do volume da urina

Diminuigdo de pelos no corpo

Tumor na pele (lesdes cutdneas)

Historia anterior de DATA

TIPO DE TUMOR

LOCAL DO CORPO

retirada de tumor
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